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RESUMEN

Debido al problema en la identificacion entre Guadua weberbaueri y Guadua sarcocarpa. Se
utilizaron marcadores moleculares ISSR para evaluar la diversidad genética de siete poblaciones
naturales en la selva central del Per. 96 ejemplares (hojas) de diferentes agrupaciones de culmos
de G. weberbaueri y G. sarcocarpa fueron colectados; posteriormente se encontrd que estos 96
ejemplares, correspondian a 75 individuos (21 fueron duplicados de otros) De seis primers
seleccionados, se generaron 112 loci, de los cuales 95 fueron polimorficos (82,87%). El indice
de Shannon en las poblaciones vari6 de 0,0431 (Satipo 2) a 0,2111 (Sepahua 1); 0,2647 en G.
weberbaueri, 0,3876 en G. sarcocarpa y 0,5223 entre todos los individuos. La diversidad génica
de Nei en las poblaciones vari6 de 0,0296 (Satipo 2) a 0,1366 (Sepahua 1); 0,1728 (G.
weberbaueri), 0,2278 (G. sarcocarpa) y 0,3519 (todos los individuos). La diferenciacion
genética (Gsr) fue 0,8266 dentro de todos los individuos, 0,7586 dentro de G. weberbaueri y
0,4870 dentro de G. sarcocarpa, se expresa una alta diferenciacion dentro de cada grupo. La
diferenciacion genética de Wright (Fst) entre pares de poblaciones vari6 de 0,3563 (Cacazl vs
Génova) a 0,9073 (Génova vs Sepahua 2), valores suficientes para definir grupos distintos. Existe
diferencia significativa de la variacién genética entre especies (p-valor = 0,0479), diferencia
altamente significativa de la variacion genética entre poblaciones dentro de especies (p-valor =
0,0000) y de la variacion genética entre todas las poblaciones (p-valor = 0,0000). La contribucién
en porcentaje de cada componente de variacion genética fue 54,04 entre especies, 28,68 entre
poblaciones dentro de especies y 17,29 entre todas las poblaciones. Se identificaron 2 clados de
especimenes de bambu, congruentes con los analisis UPGMA-Jaccard, PCoA, nmMDS y
dendograma sin raiz, corresponden a especies diferentes y estan de acuerdo a su clasificacion
taxondmica natural. Clado (1) Guadua weberbaueri, con cuatro subclados (1.1) formado por 8
individuos de Bella Vista; (1.2) formado por 8 individuos de Satipo 2; (1.3) formado por 4
individuos de Cacazl y 4 de Génova y (1.4) formado por 10 individuos de Satipo 1. Clado (2)
Guadua sarcocarpa, con dos subclados (2.1) formado por 31 individuos de Sepahua 1y (2.2)

formado por 10 individuos de Sepahua 2.

Palabras clave: Guadua weberbaueri; Guadua sarcocarpa; ADN; ISSR; caracterizacion

molecular; diversidad genética.
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.  INTRODUCCION

Los bambdes se distribuyen por todo el mundo, entre 46° N y 47 ° S de latitud, y desde el
nivel del mar hasta los 4300 m (Judziewicz et al., 1999). Gielis y Potters (2012) estiman una
diversidad total de 1439 especies, descritas en 116 géneros, y se reconocen tres tribus:
Arundinarieae (Bambues lefiosos templados, 533 especies), Bambuseae (bambues lefiosos
tropicales, 784 especies) y Olyreae (bambues herbaceos, 122 especies).

En Sudamérica el sudoeste de la Amazonia (Pert, Brasil y Bolivia) esta dominado por dos
especies de bambu Guadua weberbaueri Pilg. y Guadua sarcocarpa Londofio & Peterson,
cubren extensiones superiores a los 121000 km? (Nelson, 1994). En el Per( existe una
extension de 3 997 800 hectareas (3,11 % del territorio nacional) de “pacales”, ubicados en la
region suroriental de la cuenca amazonica, en los departamentos de Junin, Ucayali, Cuzco y
Madre de Dios; y se desarrollan en los ecosistemas de Ilanura meandrica, terrazas aluviales,

colinas y montafas, Ilegando esporadicamente hasta 1200 msnm (INRENA, 1996).

Sobre los bambues existentes al norte del Pert, Londofio y un equipo de investigadores
identificaron ocho especies de bambues nativos en San Martin y Amazonas, pertenecientes a
cuatro géneros, de los cuales dos son bambues herbaceos (Olyra fasciculata Trinius y Olyra
latifolia L.) y seis son bambues lefiosos [Chusquea sp. Secc. Longiprophyllae #1, Chusquea
sp. Secc. Longiprophyllae #2, Chusquea sp. Secc. Chusquea, (Guadua aff. angustifolia Kunth
Biotipo #1, Guadua aff. angustifolia Kunth Biotipo #2 y Guadua aff. angustifolia Kunth
Biotipo #3), Guadua weberbaueri Pilg y Rhipidocladun racemiflorum (Steudel) McClure].

Londorio (2010) refiere que en la cuenca del rio Ucayali, entre el Tambo y Urubamba, existen
numerosas hectareas cubiertas por Guadua, considera que Per( puede ser uno de los paises
Andinos con mayor riqueza en diversidad de bambues, segun el inventario que realiz6 en 1998
para Latinoamérica, en el Perl existen 37 especies reunidas en ocho géneros; los
departamentos de Pasco y Cuzco son los que albergan la mayor diversidad, mientras que los
departamentos de Madre de Dios y Amazonas son los que tienen la mayor area cubierta por

bambues.



Las principales especies existentes en el Perl son Guadua aff. Angustifolia, Guadua
weberbaueri y Guadua sarcocarpa, de esta Ultima se dice que cuenta con dos subespecies
Guadua sarcocarpa subsp. sarcocarpa y Guadua sarcocarpa subsp. purpuracea (Londoiio
& Peterson, 1991; Olivier, 2008; MINAM, 2015).

El bambd tiene ciclos largos de reproduccion sexual (Young y Judd, 1992), debido a ello, la
identificacion depende de los marcadores morfoldgicos de sus estructuras no reproductivas,
lo cual limita la identificacion (Rugeles-Silva et al, 2012). En la amazonia peruana Guadua
sarcocarpa y Guadua weberbaueri poseen caracteristicas morfolégicas similares y eventos
monocarpicos, por ello se sefiala que existen contradicciones e imprecisiones en estas especies

que conforman los “pacales” (Griscon y Ashton, 2003; Olivier y Poncy, 2009).

Actualmente los marcadores moleculares son técnicas valiosas que apoyan la clasificacion e
identificacion de especies en todo el mundo (Johnson et al., 2003; Raina et al., 2001; Samec
y Nasinec, 1996), identifican las mutaciones silenciosas y sinénimas escondidas en las
proteinas, ademas no se encuentran influenciados por el ambiente o por interacciones
genéticas complejas y son considerados en general caracteres neutrales, con muy poco o
ningun valor adaptativo (Gonzales et al, 2005).

La técnica molecular Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) implica el uso de secuencias de
microsatélites como primers en una reaccion en cadena de la polimerasa para generar
marcadores multilocus. Es un método simple y rapido que combina la mayoria de las ventajas
de otras técnicas de marcadores moleculares como los microsatélites (Simple Requence
Repeat - SSR) y el polimorfismo de Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) con
la universalidad del Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Los marcadores ISSR
son altamente polimoérficos y son Utiles en estudios sobre diversidad genética, filogenia,
identificacion genética, mapeo del genoma y biologia evolutiva. Los marcadores basados en
Polymerase Chain Reaction (PCR) como los Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) estan bien
documentados y, han sido usados en cientos de especies vegetales de casi todas las familias
botanicas, y es posible emplearlos para la identificacion de especies y caracterizacion de
cultivares (Khasa y Dancik, 1996, Foggi et al., 2006; Pradeep et al., 2002, Rodriguez et al.,
2011).

En este contexto, este estudio se realiz6 con los objetivos de caracterizar molecularmente

especimenes de bambu provenientes de siete lugares de la selva central del Peru, agrupados



en dos especies: Guadua weberbaueri y Guadua sarcocarpa, y evaluar la variabilidad
genética inter e intra genotipica a través de marcadores moleculares ISSR, para contribuir al
conocimiento de las caracteristicas gendmicas de las plantas lefiosas del Per.






Il. REVISION DE LITERATURA

1.  TAXONOMIiA

Los bambues lefiosos, o de la tribu Bambuseae, se dividen en nueve subtribus, tres endémicas
de Ameérica (Arthrostylidiinae, Guaduinae y Chusqueinae), cinco en el viejo mundo
(Bambusinae, Nastinae, Melocanninae, Racemobambosinae y Shibataeinae) y una comdn
para ambos continentes (Arundinariinae) (Castafio & Dario, 2004; Grandtner & Chevrette,
2013). La clasificacion taxondémica de Guadua weberbaueri y Guadua sarcocarpa, seguin
Londofio & Peterson (1991) es la siguiente: Reino: Plantae; Division: Magnoliophyta; Clase:
Liliopsida; Orden: Poales; Familia: Poaceae; Subfamilia: Bambusoideae; Tribu: Bambuseae;
Subtribu: Guaduinae; Género: Guadua; Especie: Guadua weberbaueri Pilg, y Guadua
sarcocarpa. Nombre comdn: lIpa, paca, shina, marona (Peru); tacuara, taquara bambu
(Bolivia) taboca (portugués, Brasil); matiri wamac, pijuano tullo (quechua, Ecuador)
(Grandtner & Chevrette, 2013)

2.  CARACTERIZACION MORFOLOGICA

2.1.  Guadua weberbaueri

Esta especie se caracteriza por ser un bambu espinoso. El culmo (cafa) es erecto en la base,
apicalmente arqueado, de color verde blanquecino cuando joven, didmetro de 5a 7 cm, altura
3-10 m. Hoja caulinar cuando joven de color verde amarillento, luego se torna color beige y
glabra. Ramificacion de 3 ramas por nudo, inicialmente una rama central dominante y luego
desarrolla 2 ramas secundarias laterales; la rama central puede desarrollarse con didmetros
gruesos como el culmo principal y crecer paralela al eje central o puede ser ligeramente mas
gruesa que las laterales y desarrollar espinas y follaje; las ramas espinosas se observan
generalmente en el 1/3 medio, con un nimero de 3 a 5 espinas por nudo. Follaje conformado
por de 8 a 18 hojas por complemento; lamina foliar eliptico-lanceolada o linear lanceolada
(Londofio, 2010). Las laminas presentan el envés pubescente, nervadura central de diferente
color cerca al pseudo peciolo, este es fimbriado, el habito es reflexo de color verde oscuro en

el haz y verde claro en el enves (Reategui, 2009).



Figura 1: Guadua weberbaueri. Detalle de hoja caulinar con auriculas fimbriadas
presentes

FUENTE: Londofio, 2010

e -
A. Pseudoespiguilla primaria aislada (Spik.) y pseudoespiguillas (PsSpik.), respectivamente en el
apice del complemento de la hoja y en las ramas de la barba en la floracion por el nodo del tallo; B.
Ejemplo de estambres parpura (P) y amarillo (Y) en la misma rama de Guadua Kunth; C. Frutos de

la misma ramificacion, ambos germinados, 13 dias y 18 dias respectivamente después del mismo
evento de floracion.

Figura 2: Guadua weberbaueri y estambres de Guadua angustifolia Kunth

FUENTE: Olivier & Poncy, 2009



2.2 Guadua sarcocarpa

La especie se asemeja mucho a Guadua weberbaueri comparte 10 caracteres morfoldgicos
con esta los que son: a) Culmos al principio erecto, luego ramificados por encima y
alcanzando arboles para apoyo; b) Hojas caulinares triangulares con margenes ligeramente
discontinuos en la union con la ldmina (figura 3H); c) adaxialmente pubescencia de la ldmina
de hojas caulinares (figura 3lI); d) abaxialmente fuerte nervadura media y mucronado en las
laminas de las hojas caulinares (fig. 3J); e) ligulas internas concavas y conspicuas en las hojas
del follaje (figura 3E); f) totalmente glabra la superficie adaxial de la laminas de las hoja; Q)
Superficie adaxial pubescente de los lemas y brécteas en los 1/3 superiores (figura 4E-F.); h)
Superficie abaxial pubescente de las paleas entre las quillas (figura 41-J); i) Ovarios y estilos
antrorso-hispidulosis (figura 4N); vy j) Los lodicules que llevan los pelos transparentes en la

porcion superior (figura 4K).

Las diferencias fundamentales son en el color y longitud de las pseudoespiguillas y en la forma
y longitud de la caridpside (Londofio y Peterson, 1991). Ademas, en la revision de Olivier y
Poncy (2009) se mencionan otras diferencias (Figura 5).



el
i

i\

A. Ramificacion floreciente. B. Complemento foliar. C. Detalle de la superficie abaxial de la hoja.
D. Area ligular de la hoja foliar, vista abaxial. E. Ligula interna de la hoja foliar, vista adaxial. F.
Complemento de rama. G. Detalle de la superficie del culmo. H. Hoja caulinar. I. Apice adaxial de
la 1dmina de la hoja caulinar que muestra la pubescencia apretada. J. Apice abaxial de la lamina de
la hoja caulinar mostrando un nervio medio distinto y un apice mucronado.

Figura 3: Guadua sarcocarpa

FUENTE: Londofio y Peterson (1991), basado en: Reategui s.n.
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A. Pseudo espiguilla mostrando bractea fértil basal y una apropiada espiguilla terminal. B. segmento
de rachilla. C. Detalle de los pelos de rachilla. D. Profilo, visiones abaxial y adaxial. E. Bracteas
basales, vistas adaxiales y abaxiales. F. Bractea vacia, vistas adaxiales y abaxiales. G. Lemma, vista
abaxial. H. Apex de lema que muestra mucrén y pubescencia interna. I. Palea, vistas abaxiales y
adaxiales. J. Apice de palea, vista abaxial. K. Lodicule complemento. L. Androceo con seis
estambres. M. Apices de las anteras. N. Gineceo. O. Florecilla madura que encierra la fruta con la
raqueta unida al punto basal.

Figura 4: Guadua sarcocarpa

FUENTE: Londofio y Peterson (1991), basado en: A-C, y E-O: Reéategui s.n.; D: Krukoff 5235.



3.  DIFICULTADES EN LA IDENTIFICACION DE Guadua
weberbaueri y Guadua sarcocarpa

Londofio & Peterson (1991), indican que G. weberbaueri y G. sarcocarpa comparten
caracteres particulares Unicos dentro del género Guadua y tienen morfologias vegetativas muy
similares, aunque G. sarcocarpa es menos pubescente. El caracter clave para diferenciar a G.
sarcocarpa fue su fruto carnoso, una caracteristica rara entre los bambues, y desconocido en
el género Guadua. Sin embargo, Olivier y Poncy (2009) sefialan una confusion puesto que la
diferencia de fruto identificada por Londofio y Peterson (1991) parece no basarse en ninguno
de los especimenes analizados, y més recientemente lecto tipificaron a la G. weberbaueri
(Londofio y Zurita, 2008) mencionando que el fruto es una “cariopsis seca”, pero no citan
ningun ejemplar. Es por ello que Olivier y Poncy (2009) mencionan que la comparacion entre
los dos taxones en funcién de su fruto no es fiable. Olivier y Poncy (2009), presentan las
diferencias de estas especies encontradas en su estudio (Figura 5).

Las dificultades en la identificacion de las especies de la subfamilia Bambusoideae, se deben
principalmente a sus largos periodos vegetativos. Filgueiras y Pereira, (1988) mencionan un
ciclo de floracion de entre 30 a 40 afios para la especie Actinocladum verticillatu. Mientras en
el caso del género Guadua, G. trinii reporta un intervalo de 30 afios aproximadamente entre
floraciones (Parodi, 1955, citado por Janzen, 1976), y G. angustifolia reporta un ciclo entre
floraciones aparentemente de entre 30 a 35 afios (Young y Judd, 1992). Estas floraciones

pueden o no ocasionar la muerte de toda la mata.

Reategui (2009) encontr6 dificultades en la identificacion de muestras de G weberbaueriy G.
sarcocarpa, al contrastar caracteres morfoldgicos vegetativos definidos por Olivier y por otra
parte Judziewicz y colaboradores, sugieren que, sin tener la flor ni el fruto, no se tiene certeza

de la identidad de las muestras.

Londofio y Peterson (1991) aseguran que Guadua sarcocarpa subsp. sarcocarpa y G.
sarcocarpa subsp. purpuracea difieren fundamentalmente en el color y en la longitud de las
pseudoespiguillas (estamineo, con 3-7 cm de longitud en subsp. sarcocarpa y purpura, con 1-
3 cm de longitud en subsp. purpuracea), y en la forma y la longitud del cariopse (oblongo,
apice obtuso a agudo, con 4-6 cm de longitud vs ovado, apice abruptamente apiculado, con
1,5-2,5 cm de longitud) (Tabla 1).
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Tabla 1:

Comparacion de caracteres morfologicos

purpuracea y G. sarcocarpa subsp. sarcocarpa

de G. sarcocarpa subsp.

Carécter

Guadua sarcocarpa subsp.

purpuracea

Guadua sarcocarpa subsp.

sarcocarpa

Tipo de fruto

Cariopsis carnosa, comestible

Cariopsis carnosa, comestible

Color de pseudoespiguillas Al menos alguno purpura Estamineo

Longitud de pseudoespiguillas 1-3cm 3-7cm

Ancho de pseudoespiguillas 0,15-0,4 cm 0,4-1,0 cm

Forma del cariopsis Ovado, apice abruptamente Oblongo, apice obtuso a agudo
apiculado

Longitud del cariopsis 15-2,5cm 4-6 cm

Didmetro de cariopsis 0,6-1,2cm 1-2cm

FUENTE: Elaboracion en base a Londofio & Peterson (1991)

Londofio & Zurita (2008) precisaron caracteristicas de ambas especies, donde se destaca que
G. weberbaueri posee el tipo de fruto “cariopsis seca” y G. sarcocarpa “cariopsis carnosa”

entre otros caracteres (Tabla 2).

Tabla2: Comparacion de caracteres morfologicos de G. weberbaueriy G. sarcocarpa

Caracter

Guadua weberbaueri

Guadua sarcocarpa

Habito del cuimo

Erguido basalmente, arqueado

Erguido basalmente, trepador

apicalmente
Tamafio del culmo
Longitud (m) 8-15(-20) 10-20(-30)
Diametro (cm) 4-8(-12) 8-10
Tamafio del entrenudo
Longitud (cm) 25-70 25-90
Espesor de pared (cm) 1-15 1
Auriculas de la hoja del cuimo Ausente Ausente/presente
Ligula interna de la hoja del culmo
Tamafio (mm) 1-3 2-3
Indumento abaxial Griséceo Grisaceo
Envoltura de hojas de follaje
Indumento Subglabro Glabro
Margen Ciliado Suave y como papel
Cumbre Fimbriate Fimbrias (Oral setae)
Pseudopeciolo
Longitud (mm) 5-7 (4-)6-10
Indumento abaxial Setoso-piloso Glabroso

Hoja foliar del follaje, indumento abaxial

Piloso a glabro

Irregularmente subglabroso

Tamarfio de pseudoespiguilla (cm)

0,5-2,5x0,2-0,7

1,2-8,5 x (0,2-)0,5-1,2

Lema, superficie abaxial

Pubescente

Glabroso
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Continuacion de la tabla...

Caracter Guadua weberbaueri Guadua sarcocarpa
Palea
Surco Pubescente Pubescente
Ancho de ala (mm) 0,8-1 (1-)1,8-2.5
Tipo de fruto Cariopsis seca Cariopsis carnosa

FUENTE: Elaboracion en base a Londofio & Zurita (2008)

Sobre esta controversia, Olivier y Poncy (2009), sefialan que la mayoria de los especimenes
de herbario identificados como Guadua sarcocarpa subsp. sarcocarpa que examinaron
presentan caracteristicas reproductivas conformes al tipo. Ademas, sus caracteres vegetativos
correspondian también a los descritos para esta especie, claramente distintos de los de G.
weberbaueri y no encontraron diferencias significativas entre G. sarcocarpa subsp.
purpuracea y G. weberbaueri. Destacan que la descripcion de G. sarcocarpa subsp.
purpuracea posee frutos ovoides (1,5-2,5 x 0,6 -1,2 cm), con un apice apiculado, sobre
pseudoespiguillas de 1-3 x 0,15-0,4 cm; este ltimo caracter, junto con otros (incluidos los
caracteres vegetativos) son muy similares a los que observaron en el espécimen tipo de G.

weberbaueri (Tabla 3).

Tabla3: Comparacion de caracteres morfologicos de G. weberbaueriy G. sarcocarpa

Carécter Guadua weberbaueri y Guadua sarcocarpa
Guadua sarcocarpa subsp. Guadua sarcocarpa subsp.
purpuracea sarcocarpa

Forma de pseudoespiguillas Cortas y relativamente anchos Grandes y alargados

Fertilidad de florecillas Solo con una florecilla fértil Con frecuencia con dos florecillas
terminal fértiles

Tipo de fruto Cariopsis carnosa, comestible Cariopsis carnosa, comestible

Longitud de pseudoespiguillas 1-3cm 3-7cm

Ancho de pseudoespiguillas 0,15-0,6 cm 0,4-1 cm

Forma del cariopsis Ovadas, el apice abruptamente Oblongas, el apice obtuso a
apiculado agudo

Longitud del cariopsis 1,5-2,5cm 3-6 cm

Diametro de cariopsis 0,6-1,2 cm 1-2cm

FUENTE: Elaboracion en base a Olivier & Poncy (2009)
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G. weberbaueri G. sarcocarpa
O
Fruit [
PseudoSpikelet
=
| N
Thorny node by ¥
Y
!
Culm diameter 3,5-6 cm diam. 6 - 8 cm diam.

Las proporciones de tamafio son las mismas entre las dos especies para cada caracter, pero no entre
los diferentes caracteres

Figura5: Informacién esquematica sobre el diametro del culmo, espinas,
pseudoespiguillas y frutos de Guadua weberbaueri Pilg. y G. sarcocarpa Londofio
y P.M. Peterson

FUENTE: (Olivier & Poncy, 2009)

Olivier & Poncy (2009) Reconocen dos especies distintas, mas no las subespecies descritas
por Londofio & Peterson (1991), sefialan que las confusiones podrian explicarse de acuerdo
con el concepto de especie bioldgica, que, si crece uno al lado del otro y florece
simultaneamente, dos taxones distintos deberian ser dos especies bioldgicas distintas (aisladas
reproductivamente), no como sefialan Londofio & Peterson (1991) que indican subespecies.
Olivier & Poncy (2009) indican también que la especie, G. weberbaueri, podria estar asociada
con suelos mal drenados, mientras que la otra, G. sarcocarpa, preferiria sustratos bien

drenados.
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4.  ECOLOGIA

Segun Mc Michael et al (2014), la presencia de Guadua es mas probable cuando los valores
de estacionalidad de la temperatura varian de 24°C a 26°C, la temperatura minima del mes
mas frio entre 14 a 20 ° C, la precipitacion del mes mas seco entre 40 y 100 mm y la

precipitacion del trimestre mas humeda > 500 mm.

Guadua sarcocarpa se produce en varios tipos de asociaciones, desde culmos dispersos en la
parte inferior de bosques tropicales lluviosos primarios hasta rodales puros con un promedio
de 2000 culmos por hectérea. La precipitacion anual total para esta area se estima en 3200
mm Yy la temperatura media es de 26 ° C. Alvimia y Olmeca, los otros dos géneros de bambu
Neotropical poseen frutos carnosos, ocupan un tipo de habitat similar (Londofio & Peterson,
1991).

Guadua sarcocarpa crece en los bosques himedos lluviosos de la Amazonia sur peruana. Los
bambusales se desarrollan en bosque no inundables con especies arboreas caracteristicas de
tierra firme y en sotobosque dominados por bambd. (Ohrnberger, 1999). Se encuentra en los
bosques de tierras bajas de la cuenca del Tambopata en Madre de Dios (Griscom y Ashton,
2003).

Guadua weberbaueri, es frecuente en formaciones vegetales denominadas "matorral” o

“purma”, prefiere terrenos secos a lugares muy humedos, entre los 800-900 msnm (Londofio

2010).

No existe evidencia cientifica de la especializacion del suelo, sin embargo, segiin Mc Michael
et al (2014), encontrd que existe una relacion directa entre los lugares donde crece la paca y
donde se suele usar las tierras para cultivo. Algunos sugieren que los suelos donde existen
pacales son relativamente buenos, mas no se sabe a ciencia cierta si las pacas se establecen

sobre suelos ricos o si mejoran el suelo.

Segun informacion satelital, las areas en las que se desea hacer el estudio estan clasificadas
como: “cultivos agropecuarios y vegetacion secundaria” (para G. weberbaueri) y como:

“bosque htimedo de lomadas y colinas con pacal” (para G. sarcocarpa).

G. weberbaueri parece estar presente en las llanuras de inundacion y en las terrazas de tierra
firme con suelos mal drenados y G. sarcocarpa parece encontrarse en las colinas

diseccionadas bien drenadas. A veces se encuentran creciendo (y floreciendo) "lado a lado"
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en algunos sitios donde los dos diferentes terrenos geomorfoldgicos son vecinos (Olivier y
Poncy, 2009)

5. IMPORTANCIA DE Guadua weberbaueri'y Guadua sarcocarpa

Los frutos y “shoots” tiernos de esta especie son consumidos por poblaciones indigenas
ademas G. sarcocarpa presenta potencial de uso como elemento de construccion de menor
escala (Reéategui, 2009)

En el Pert los internudos de Guadua weberbaueri son utilizados por los Piros y Machiguengas
en la confeccion de instrumentos musicales, objetos ceremoniales, redes para cazar
guacamayos, para almacenar comida, flechas, tamiz para cernir la harina de yuca, y para hacer
tintes. Asi como en usos culinarios como una preparacion de pescado en un internudo de
guadua, herméticamente sellado y envuelto en hoja de “bihao” (Calathea lutea). La utilizacion
de internudos de guadua es una practica muy comun entre los nativos de las etnias amazonicas
poco familiarizados con la cerdmica, como los Tiatinaguas [“Ese Ejja” en el actual uso
etnografico (Bamonte y Kociancich, 2007)] en el alto Madre de Dios, los Tambopatas, los

Guarayo Chame, y los Botocudos de la region del Rio Doce (Judziewicz, et al., 1999).

La Guadua weberbaueri también llamada ‘“marona” se cultiva como ornamental,
construcciones, envases e instrumentos musicales en poblaciones de Selva Baja y Vertientes
Orientales de la Amazonia. Por tener culmos mas pequefios, esbeltos y con paredes delgadas

tienen potencial en construccion como vigas para techos (Judziewicz et al., 1999).

La importancia de estos bambues también radica en su facilidad para colonizar terrenos
(Nelson, 1994), y su rapido crecimiento, otorgandole una potencial importancia para la

industria.
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Figura 6: Aljabas (porta flechas) elaboradas con Guadua weberbaueri

FUENTE: Reategui, 2009

6. ORIGEN, VARIABILIDAD Y DISTRIBUCION
Segun Ohrnberger (1999), la subtribu Guadinae es propia del tropico de centro y Sudameérica,
asi mismo sefiala que la distribucion del género Guadua cubre paises desde México hasta el

norte de Argentina.

Guadua Kunth es uno de los géneros méas extendidos de Bambusoideae en el Nuevo Mundo.
Veinte de las aproximadamente 25 especies del género habitan en la region amazénica. El
género contiene los bambues mas grandes en el Neotropico; los culmos alcanzan hasta 30 m
de altura y 15-20 cm de didmetro (Londofio & Peterson, 1991).

Londofio & Peterson (1991) describen e ilustran Guadua sarcocarpa, con dos subespecies de
la Amazonia de Perd, Brasil y Bolivia. Es la primera especie del género Guadua con fruto

carnoso. Esta especie comparte diez caracteres morfologicos con G. weberbaueri.

Guadua sarcocarpa subsp. sarcocarpa y G. sarcocarpa subsp. purpuracea difieren segin

Londofio & Peterson (1991) fundamentalmente en el color y en la longitud de las
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pseudoespiguillas (estamineo, con 3-7 cm de longitud en subsp. sarcocarpa y purpura, con 1-
3 cm de longitud en subsp. purpuracea), y en la forma y la longitud del cariopse (oblongo,
apice obtuso a agudo, con 4-6 cm de longitud vs. ovado, apice abruptamente apiculado, con
1,5-2,5 cm de longitud).

Segln Nelson (1994), el Suroeste de la Amazonia (Peru, Brasil y Bolivia) esta dominado por
dos especies de bambU Guadua sarcocarpa Londofio & P.M. Peterson y Guadua weberbaueri
Pilg, cubriendo extensiones superiores a los 121 000 km?, de especies nativas de bambu. La
guia explicativa del mapa forestal 1995 (INRENA, 1996), sefiala que existe una extension de
3 997 800 hectéreas (3,11% del territorio nacional) de “pacales”, ubicados en la region
suroriental de la cuenca amazonica, en los departamentos de Junin, Ucayali, Cuzco y Madre
de Dios; y se desarrollan en los ecosistemas de llanura meandrica, terrazas aluviales, colinas

y montafias, Ilegando esporadicamente hasta 1200 msnm.

Los “pacales” se caracterizan por la presencia de notables asociaciones de cafias (paca o
bambu silvestre) que forman una mixtura con las asociaciones arbéreas en diferentes formas.
Las principales especies existentes en el Pert son Guadua weberbaueri, Guadua sarcocarpa
y Guadua aff. angustifolia (Olivier, 2008; MINAM, 2015).
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7. MARCADORES GENETICOS EN PLANTAS

7.1.  MARCADORES MORFOLOGICOS

Son caracteristicas fenotipicas de sencilla identificacion visual, tales como forma de hoja,
pubescencia, color de fruto, etc. En todos los casos debe tratarse de caracteres de herencia
monogénica y predecible segun las leyes de Mendel (Simpson, 1997). Muchos de ellos se
convierten en importantes descriptores a la hora de inscribir nuevas variedades (Levitus et al.,
2010).

7.2.  MARCADORES BIOQUIMICOS

Son polimorfismos presentes en ciertas proteinas detectados a través de técnicas bioquimicas.
El desarrollo de los marcadores bioquimicos produjo una revolucién en los estudios genéticos
en plantas, que hasta el momento habian contado con un limitado nimero de marcadores
morfoldgicos. La técnica permitia incluir potencialmente a todas las especies de plantas

(Levitus et al. 2010). Se diferencian dos tipos de marcadores bioquimicos:

- Isoenzimas: se definen como diferentes formas moleculares de una enzima, que poseen
una actividad catalitica comdn, es decir actian sobre el mismo sustrato. Ciertos cambios
en el ADN que codifica estas enzimas (mutaciones) pueden resultar en cambios en la
composicion de aminoacidos, originando proteinas con la misma actividad bioldgica, pero
con diferente carga neta y por lo tanto con diferentes velocidades de migracién en un
campo eléctrico. Estas diferencias determinan patrones caracteristicos de migracién

electroforética de las formas iso-enzimaticas.

- Proteinas de reserva: son un grupo heterogéneo de proteinas presentes en la semilla de
planta que tienen por funcidn proveer energia al embrion en los primeros estadios de
crecimiento. Estas proteinas han sido extensamente estudiadas en cereales y oleaginosas
y se relacionan directamente con la calidad del grano. Las proteinas de reserva se extraen
mediante procedimientos sencillos a partir de las semillas y se separan mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (con
detergentes). No se requiere detectar actividad enzimatica, las proteinas se visualizan
directamente por tincion con Azul de Coomassie evidenciandose los polimorfismos como

diferencias en la movilidad electroforética.
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7.3.  MARCADORES MOLECULARES

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacion especifica en un
cromosoma (punto de referencia) cuya herencia puede seguirse en individuos de una
poblacion. La secuencia puede pertenecer a regiones codificantes o sin funcién conocida
(Andersen & Libberstedt, 2003; Levitus et al., 2010).

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de la biologia
como evolucién, ecologia, bio-medicina, ciencias forenses y estudios de diversidad. Ademas,
se utilizan para localizar y aislar genes de interés. En la actualidad existen varias técnicas
moleculares que nos permiten conocer como se encuentran las proporciones de genes en las
poblaciones naturales de manera indirecta, como con los andlisis de proteinas, o de manera
directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su
capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o

codominante (Simpson, 1997).

7.4,  MARCADORES MOLECULARES INTER-SIMPLE SEQUENCE REPEAT
(ISSR)

Los ISSRs son un tipo de marcador genético que permite obtener los niveles de variacién en
las regiones microsatélite que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente el
nuclear. Estas regiones consisten en repeticiones en tandem de motivos simples de las bases
nitrogenadas [adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T)] como (CT)n o (CA)n
ubicadas entre secuencias no repetitivas del genoma nuclear eucarionte. Los motivos
repetidos, llamados también SSR (Simple Sequence Repeat) pueden ser penta-, tetra-, tri y
dinucledtidos (Eguiarte et al., 2007)

Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios amplificados por la reaccion PCR (Polymerase
Chain Reaction) a partir de la presencia de un oligonucleétido o primer complementario a un
microsatélite, disefiado para unirse a los motivos repetidos de di y trinucle6tidos (evitando los
mononucleotidos presentes en el cloroplasto). Los primers de ISSRs consisten en un motivo
repetido de di- o trinucleétidos complementario a la secuencia del microsatélite. En ocasiones
es posible agregar a esta secuencia un par de nucleotidos extras arbitrarios en el extremo 3° o
en el 5°, que jugaran el papel de “anclas” asegurando asi que la amplificacion inicie siempre
en el extremo 5’ o0 en el 3’ del microsatélite, respectivamente (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet

& Branchard, 2001; Pradeep et al., 2002).
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Las bandas que se obtienen con este marcador van de 100 a 2000 pares de bases (pb). La
variacion alélica en los ISSRs consiste de la presencia o ausencia de los productos
amplificados (Eguiarte et al., 2007).

Entre las ventajas principales de los ISSRs es que tienen un gran numero de bandas
polimdrficas. Ademas, es una técnica relativamente facil de montar, altamente repetible y ya

existen primers universales para plantas.

Los dos métodos que se utilizan en la electroforesis de ISSRs son: a) gel de agarosa

visualizado con bromuro de etidio, y b) geles de acrilamida tefiidos con nitrato de plata.

Por otro lado, las limitaciones de los ISSRs son: gque las bandas son leidas como marcadores
dominantes, es decir cuando tenemos la presencia de la banda no se sabe si el individuo es
homocigoto dominante o heterocigoto; que la diversidad genética esta basada considerando
gue cada banda representa un locus con dos alelos y que el alelo dominante esta en equilibrio

de Hardy Weinberg con un alelo recesivo (Eguiarte et al., 2007).

8. EXTRACCION DE ADN GENOMICO TOTAL DE PLANTAS

Una de las consideraciones mas importantes en la extraccion de ADN es el estado del tejido
antes de la extraccion, pues hay especies que producen grandes cantidades de metabolitos
secundarios, lo cual interfiere con una extraccion exitosa. El tejido nuevo, en fase activa de

crecimiento es el que produce mejores resultados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Los métodos se caracterizan por utilizar el detergente cationico Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB), en la solucion tampon de extraccion y por lo tanto son denominados
CTAB. Una gran ventaja de este método es que no requiere preparacion previa del tejido. El
pH utilizado en un tampo6n de extraccion debe ser dptimo para evitar la accion de enzimas
degradativas. Por ejemplo, la mayoria de las enzimas lipoliticas y lipoxigenasas tienen pH
Optimo entre 5 y 6, mientras que las ADNsas nucleares en torno a 7; por ello la mayoria de
los procedimientos de extraccion utilizan soluciones tamponadas con pH entre 8y 9. EI CTAB
utiliza un sistema Tris.Cl pH 8 para mantener el pH constante. Este detergente forma un
complejo con el ADN por ello puede ser utilizado para precipitar ADN selectivamente
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

La mayoria de los métodos comprenden 5 etapas. En la primera se utiliza un tipo de

maceracion mecanica para romper las paredes y membranas celulares del tejido. Esto puede
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realizarse en presencia de nitrégeno liquido o con auxilio de un molino eléctrico. En la
segunda etapa el tejido vegetal es resuspendido en un tampdn de extraccién que contenga
algin detergente, antioxidante, EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid en espafiol &cido
etilen diamino tetra acético) y el agente tamponante, con la finalidad de solubilizar las
membranas lipoproteicas y desnaturalizar las proteinas preservando el ADN de la accion de
enzimas de degradacion. Esta suspension se somete a una temperatura entre 50 y 65 °C
durante 15 a 60 minutos, para facilitar su solubilizacion y homogenizacion. En la tercera etapa,
se somete la suspension a una extraccion con solvente organico, cloroformo-alcohol
isoamilico. Las fases acuosa y organica se separan mediante centrifugacion. Los lipidos,
proteinas y la mayoria de los polisacéridos son retenidos en la fase inferior, mientras que el
ADN, ARN y algunos polisacaridos quedan retenidos en la fase acuosa (superior). En la cuarta
etapa, es adicionado un alcohol a la fase acuosa. EI ADN en presencia de sal y alcohol forma
un precipitado visible que cuando es sedimentado por centrifugacion es llamado “pellet”.
Después del lavado de alcohol, en la quinta etapa este precipitado de ADN/ARN es
resuspendido en una solucion tampdn Tris-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic) que contiene
ARNsa para degradar el ARN presente, restando s6lo el ADN gendmico deseado (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).
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Q. CUANTIFICACION Y MEDIDA DE LA CALIDAD DEL ADN

Para cuantificar el ADN los procedimientos mas difundidos son: uso del espectrofotometro,
la comparacion de alicuotas de ADN extraido con ADN estandar en geles de electroforesis y
el uso del fluorimetro) (Ferreira & Grattapaglia, 1998), y para la visualizacién de la integridad
del ADN (calidad del AND) se utiliza geles de agarosa en el rango de 0,7 a 1%, el ADN de
calidad se debe visualizar como una banda simple en la parte superior del gel, cualquier
“smear” esta relacionado a la degradacion de ADN y contaminacion por sales que se hace
notoria por pequefias ondulaciones en las bandas de ADN (Karp et al., 1998).

10. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
La PCR es una técnica poderosa que comprende la sintesis enzimatica in vitro de millones de

copias de un segmento especifico de ADN en presencia de la enzima polimerasa (Figura 7).

La reaccion de PCR se basa en el apareamiento y la polimerizacién enzimética de un par de
oligonucledtidos (pequefias moléculas de ADN de cadena sencilla) utilizados como
iniciadores (” primers”) que delimitan la secuencia de ADN de doble cadena, “blanco” de la
amplificacion. Estos “primers” son sintetizados artificialmente de manera que su secuencia
de nuclettidos sea complementaria a las secuencias especificas que flaquean la region

“blanco”.

Un ciclo de PCR consta de tres etapas: desnaturalizacion, pareamiento y elongacion o
polimerizacion. En la primera, el ADN de doble cadena es desnaturalizado mediante el
aumento de la temperatura que puede variar de 92 a 95°C. En la segunda etapa, la temperatura
es rapidamente reducida entre 35 y 60°C, dependiendo esencialmente del tamafio y la
secuencia del primer utilizado, permite la hibridacion de cada primer con las secuencias
complementarias que flanquean la regién blanco. Enseguida la temperatura es elevada a 72°C
para que la enzima ADN polimerasa realice la extension de la cadena a partir de cada terminal
3’ de los primers, mediante la incorporacion de nucledtidos utilizando como molde la
secuencia blanco. Este ciclo se repite alguna decena de veces. Una vez que la cantidad de
ADN de la secuencia blanco se duplica en cada ciclo, la amplificacion sigue una progresion
geométrica de manera que, después de unos 20 ciclos, se produce mas de un millon de veces

la cantidad inicial de la secuencia blanco. (Ferreira y Grattapaglia, 1998).
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() Representacion de una reaccion de PCR de tres ciclos. En cada ciclo se suceden tres etapas: (i)

desnaturalizacion por calor del ADN (94°C) para separar las hebras, (ii) unién por
complementariedad de los cebadores a las monohebras (en este ejemplo 55°C), (iii) reaccion de
polimerizacién de por la enzima TAQ polimerasa, dando la hebra complementaria al molde de ADN
(72°C); (b) Comportamiento de un fragmento de ADN blanco de los cebadores, a través de los
mencionados ciclos de PCR. En cada ciclo, se incrementa la cantidad de ADN blanco, siguiendo la
relacién 2n, donde n es el nimero de ciclos. En el ejemplo, con tres ciclos de PCR, se obtienen 23
copias

Figura 7: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

FUENTE: Levitus et al., 2010
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11. ELECTROFORESIS

La electroforesis es una técnica que permite la separacion de moléculas en funcion de su
diferente movilidad en un campo eléctrico, siendo el pardmetro esencial su diferencia en carga
eléctrica. Sin embargo, determinados soportes como los geles de agarosa o poliacrilamida
ofrecen una resistencia notable al avance de las moléculas. Aungue el parametro que rige el
avance es la relacion carga/masa, como en los &cidos nucleicos la carga eléctrica es
proporcional a la longitud en nucle6tidos, la relacion carga/masa es la misma para todas las
moléculas. Como resultado, el efecto de retardo del gel depende del tamafio molecular por lo
que la electroforesis separa los fragmentos de acido nucleico segin su tamafio o longitud
(Levitus et al., 2010).

La agarosa es un polisacérido, cuyas disoluciones (0,5 - 2%) forman un gel semisolido al
enfriarse, constituido por una matriz o trama tridimensional de fibras poliméricas, que retarda
el paso de las moléculas de acido nucleico a su traves, en funcion de su tamafio. Los geles de
poliacrilamida se forman por la polimerizacion de acrilamida y bis-acrilamida, catalizada por
el agente oxidante persulfato de amonio y la amina terciaria TEMED
(Tetrametiletiléndiamina) como agente reductor. La variacion de la concentracion de
acrilamida posibilita la modificacion controlada el tamafio del poro. Estos geles presentan
menor rango de separacion que los geles de agarosa, pero mayor poder de resolucion,
pudiendo discriminar fragmentos de ADN con diferencia de tamafio de s6lo una base. Se usan
ademas para la separacion y caracterizacion de proteinas (Levitus et al., 2010).

Para establecer el tamafio de fragmentos separados se utilizan marcadores moleculares, que
consisten en una mezcla de fragmentos de ADN de tamafio conocido, a partir de los que se
puede inferir el tamafio de la muestra analizada. Se establece una curva de calibrado en la que
se consigue la linealidad graficando el tamafio en funcion de la inversa de la movilidad o el
logaritmo del tamafio respecto de la movilidad. Dentro de las aplicaciones mas comunes de la
electroforesis en gel en biologia molecular, podemos mencionar chequeo de la amplificacion
de fragmentos de PCR, identificacion de polimorfismos y la identificacion de genes mediante

el establecimiento de sus patrones de restriccion. (Levitus et al., 2010).
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12. CARACTERIZACION MOLECULAR DE BAMBU

12.1. POLIMORFISMO

Rugeles-Silva et al (2012) estudiaron la caracterizacion molecular de Guadua angustifolia
Kunth mediante marcadores moleculares RAMs (Randomly Amplified Microsatellites),
segun Pradeep et al (2002) esta técnica es sindnima de ISSR. Utilizaron nueve materiales
superiores de G. angustifolia seleccionados previamente por sus caracteristicas morfoldgicas
y fisico-mecénicas. Se obtuvo un valor de He = 0,31 (He: Heterocigocidad esperada) y un

porcentaje de loci polimorfico de 81,03 % lo que indica una alta diversidad genética.

Konzen et al (2017) para la identificacion de géneros (Bambusa, Dendrocalamus, Guadua y
Phyllostachys) y especies de bambu cultivadas en Brasil, basado en la variacion molecular
con marcadores RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) y RAPD-RFLP
(RAPD- Restriction Fragment Length Polymorphism). Detectaron 83 bandas de los analisis
de 12 marcadores RAPD, el nimero de bandas detectadas por marcador vari6 de 1 a 12, el
namero promedio de bandas por marcador obtenido (6,91) fue alto, ademas, el contenido
promedio de la informacion polimorfica (PIC: Polymorphism Information Content) por
marcador mostrd niveles considerablemente altos (PIC = 0,74), lo que refuerza el potencial
de dicha técnica para detectar variaciones a nivel de género y especie. También distinguieron
94 Dbandas de tres marcadores RAPD - RFLP (RAPD-Restriction Fragment Length
Polymorphism), el polimorfismo revelado solo por estos tres marcadores (PIC = 0,91), fue
mayor al de RAPD (PIC = 0,74). Se detectaron bandas Unicas dentro del género Guadua. Si
bien con todo el conjunto de marcadores RAPD fue posible identificar cuatro bandas unicas,
se elevd a 10 bandas con marcadores RFLP, mostrando un mayor poder discriminatorio de

este método.

Zhao et al (2015) en un estudio sobre el uso de marcadores microsatélites en el genoma de
bambu y sus aplicaciones en la taxonomia asistida para accesiones en el género Phyllostachys,
encontrd que de un total de 917 marcadores se determind 39,8 % polimorficos. Selecciond 23
marcadores polimorficos para el analisis de 78 accesiones y se detectaron 64 alelos con un

promedio de 2,78 alelos por cebador.

Yang et al (2012) en un estudio de diversidad genética y diferenciacion de Dendrocalamus
membranaceus (Poaceae: Bambusoideae) en Yunnan, China, basado en ISSR, evalué 10

primers seleccionados, de un total de 155 bandas producidas 153 fueron polimorficas (99 %).
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Chaudhary et al (2015) evaluaron la variabilidad genética de variedades cultivadas de bambu
en la Region Gujarat (India), usando marcadores ISSR, uso siete primers y encontré ente 6 y
16 bandas amplificadas, entre 5 y 16 bandas polimorficas y entre 60 y 100 % de bandas

polimérficas, con un promedio de 71,98 %

En un estudio realizado por Culley & Wolfe (2001) utilizando ISSR en Viola pubescens una
planta cleistogadmica se reportd una gran variacion genética. A nivel de especie, el 100% de
los loci fueron polimorficos aun cuando los tres primers utilizados fueron seleccionados al

azar. Dentro de cada poblacion cerca del 71 % de 83 loci fueron polimorficos.

Por otra parte, Davila et al (2007) usaron marcadores moleculares ISSR para inferir las
relaciones genéticas y la variabilidad intraespecifica en Agave, considerando 75 loci
analizados encontr6 64 loci polimorficos (85,3 %) con una poblacién de Agave. angustifolia,
27 loci polimorficos (36,0 %) con Agave. cocui y 2 loci polimdrficos (2,7 %) con Agave.

tequilana.

Lalhruaitluanga & Prasad (2009) realizaron un estudio comparativo de los marcadores RAPD
e ISSR para la evaluacion de la diversidad genética en Melocanna baccifera (subfamilia
Bambusoideae de la familia Poaceae), procedentes del estado de Mizoram de la India. Se
probo la similitud genética entre 12 accesiones de Melocanna baccifera. Los perfiles de ADN
de RAPD e ISSR muestran un alto polimorfismo de fragmentos de ADN. Los 9 primers de
RAPD produjeron entre 5y 20 bandas por primer con un total de 94 y promedio de 10,4, el
ndmero total de bandas polimorfica fue de 88 con 9,7 de promedio y rango de 4 a 19 por
primer, las bandas polimorficas representaron el 98,02 %. Los 17 primers de ISSR produjeron
entre 4 y 12 bandas por primer con un total de 120 y promedio de 7,05, el nimero total de
bandas polimorfica fue de 104 con 6,1 de promedio y rango de 2 a 12 por primer, las bandas
polimorficas representaron el 84,1 %

Dos Santos et al (2016) utilizaron marcadores moleculares ISSR para el estudio de la
diversidad genética de Mimosa caesalpiniaefolia Benth. Se probaron 27 iniciadores ISSR por
su capacidad para amplificar el ADN gendmico de tres individuos. Todos los iniciadores
amplificaron secuencias intergenicas repetidas en el genoma, pero siete fueron seleccionados
porque presentaron un mejor patron de amplificacion. Los siete iniciadores seleccionados
fueron utilizados para amplificar el ADN gendmico a partir de nueve individuos y generaron

un total de 78 loci, 52,7% de los cuales fueron polimdrficas. El valor del contenido de la
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informacion de los iniciadores polimorficos vario de 0,261 a 0,489, demostrando que son
moderadamente informativos, se determind que 51 loci fueron suficientes para estimar la

diversidad genética de la muestra de los individuos analizados.

12.2. VALOR DISCRIMINANTE DE ISSR

Dévila et al (2007) en un estudio del uso de marcadores moleculares ISSR para inferir las
relaciones genéticas y la variabilidad intraespecifica en Agave, sefialan que este marcador es
hipervariable, asi como los datos que proporcionan los marcadores RAPD, se analizan como
marcadores dominantes, se considera como di alélicos con bandas presentes 0 ausentes,
registrandose como los dos alelos de un locus, en contraste con los RAPDs, los ISSRs
presentan de tres a cuatro veces mas variabilidad y estan disponibles para todos los grupos

vegetales.

Por otra parte, Pradeep et al (2002) en el articulo “ISSR y su aplicacién en mejoramiento de
plantas” sefalan que los marcadores de ISSR son altamente polimorficos y son ttiles en
estudios sobre diversidad genética, filogenia, marcado de genes, mapeo de genoma y biologia
evolutiva. Sobre la fuente de variabilidad / polimorfismo refieren que la tasa de cambio
evolutivo dentro de los microsatélites es considerablemente més alta que la mayoria de los
otros tipos de ADN, por lo que la probabilidad de polimorfismo en estas secuencias es mayor.
La fuente de variabilidad en los ISSR se puede atribuir a cualquiera de las siguientes razones
o cualquier combinacidn de éstas: (a) Plantilla de ADN, (b) Naturaleza del cebador utilizado

y (c) Método de deteccion.

12.3. AGRUPAMIENTO

Zhao et al. (2015), sefialan que la taxonomia basada en la morfologia a través de un 6rgano
reproductivo tiene una gran limitacion en Phyllostachys edulis, conocida como ‘“bambt
moso” principalmente debido a los eventos de floracion poco frecuentes e impredecibles.
Sefalan también que usando marcadores de microsatelites, en el resultado cluster, la mayoria
de las 78 accesiones de Phyllostachys edulis estudiadas eran consistentes con su clasificacion
taxondmica actual, confirmando la idoneidad y efectividad de los marcadores de

microsatélites desarrollados.

Por otra parte, Konzen et al (2017) estudiaron diferencias genéticas de géneros (Bambusa,
Dendrocalamus, Guadua y Phyllostachys) y especies de bambd cultivadas en Brasil, basado

en la variacion molecular con marcadores RAPD y RAPD-RFLP. Ambos marcadores
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moleculares permitieron una clara distincion entre los géneros estudiados. Ademas, los altos
valores de correlacion cofenética en los grupos UPGMA (Unweighted Pair Group Method

using Arithmetic Averages) indicaron su potencial para discriminar especies de bambu.

Barkley et al (2005) evaluaron la diversidad genética y las relaciones filogenéticas de 92
colecciones de bambu templado de 11 géneros (Arundinaria: 7 colecciones, 6 especies;
Bambusa: 7 colecciones, 2 especies; Brachystachyum: 1 coleccién, 1 especie;
Hibanobambusa: 1 coleccion, 1 especie; Indocalamus: 2 colecciones, 2 especies;
Phyllostachys: 59 colecciones, 21 especies; Pseudosasa: 3 colecciones, 2 especies; Sasa: 3
colecciones, 3 especies; Semiarundinaria: 1 coleccion, 1 especie; Shibataea: 4 colecciones, 3
especies y Sinobambusa: 4 colecciones, 1 especie), procedentes de Brasil, Japon, Estados
Unidos, China, Canada Taiwan y Francia. Se utilizaron marcadores EST-SSR (expressed
sequence tag - simple sequence repeat) derivados de los principales cultivos de cereales para
evaluar la diversidad genética de la coleccion USDA de bambu templado consistente en 92
accesiones clasificadas en 11 géneros y 44 especies separadas. Se detectaron un total de 211
bandas con un nimero medio de alelos por locus de 8,44. Las relaciones filogenéticas se
determinaron calculando distancias genéticas entre todas las combinaciones de pares y
evaluando las diferencias en los datos de caracteres. Los dendrogramas resultantes UPGMA
agruparon las accesiones en dos clados principales, que correspondian a accesiones
caracterizadas morfoldgicamente como bambules aglomerados (simpodiales) o corrido
(monopodiales). La mayoria de las accesiones se agruparon segun su clasificacién taxondmica

actual.

Lalhruaitluanga & Prasad (2009) realizaron un estudio comparativo de los marcadores RAPD
e ISSR para la evaluacion de la diversidad genética en Melocanna baccifera, procedentes del
estado de Mizoram de la India. La similitud genética entre las accesiones se calculd de acuerdo
al coeficiente de similitud Dice (también denominado indice de Sgrensen-Dice); el nivel
medio de similitud genética con las poblaciones de M. baccifera mediante el uso de
marcadores RAPD e ISSR fue de 0,600 y 0,650, respectivamente. Estos coeficientes se usaron
luego para construir un dendrograma usando el analisis de conglomerados UPGMA. La base
de analisis de conglomerados con el coeficiente Dice muestra dos grupos principales. La
prueba de Mantel reveld el patrén de distribucion diferente del polimorfismo entre los

marcadores RAPD e ISSR y el coeficiente de correlacion (r) se encontré como r = 0,1902.
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12.4. ORDENAMIENTO Y ESTRUCTURA POBLACIONAL

Los marcadores RAPD y RAPD-RFLP utilizados en el trabajo de Konzen et al (2017) sobre
la identificacion de géneros (Bambusa, Dendrocalamus, Guadua y Phyllostachys) y especies
de bambu cultivadas en Brasil, revelaron patrones de agrupacion similares por el método
UPGMA, asi como por el andlisis de coordenadas principales (PCoA). La alta correlacion
cofenética encontrada para los conglomerados de RAPD (r = 0,972) y los conglomerados de
RAPD-RFLP (r = 0,961) reforz6 el hecho de que cada taxon podria considerarse
independientemente, mostrando el alto poder discriminatorio de los marcadores. Ademas, dos
componentes del PCoA explicaron méas de la mitad de la divergencia genética observada, y
se detectd una clara separacion entre los géneros (Bambusa, Dendrocalamus, Phyllostachys

y Guadua)

Davila et al (2007) al estudiar el uso de marcadores moleculares ISSR para inferir las
relaciones genéticas y la variabilidad intraespecifica en Agave, encontrd que las mediciones
originales de identidades genéticas mediante el método de Nei (1972) fueron de 0,4518 (A.
cocui vs A. tequilana), 0,6829 (A. angustifolia vs A. tequilana) y 0,7102 (A. angustifolia vs A.
cocui); mientras que las distancias genéticas fueron 0,3422 (A. angustifolia vs A. cocui),
0,3815 (A. angustifolia vs A. tequilana) y 0,7944 (A. tequilana vs A. cocui) (Davila et al,
2007).

Davila et al, mediante un analisis molecular de la varianza (AMOVA) también hallaron, que
existen diferencias altamente significativas entre las tres poblaciones de Agave (A.
angustifolia, A. cocui y A. tequilana) (56 % de variacion) asi como dentro de las tres

poblaciones (43,82 % de variacion) con un indice de diferenciacion genética Fst de 0,56

Davila et al (2007) concluyen que los marcadores ISSR demostraron ser de gran utilidad para
determinar variaciones genéticas intra e inter-poblacionales en especies de Agave,
observandose mayores diferencias entre las poblaciones que dentro de las mismas, lo cual es

consistente con que las poblaciones en este estudio representaban tres especies distintas.

Davila et al (2007) también concluyen que existe una relacion mas estrecha entre A.
angustifolia y A. cocui gque entre estas dos y A. tequilana, apoyan la proposicion de que esta
ultima especie ha sufrido un proceso de derivacion genética producto del cultivo extensivo al

cual esta sometida.
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Yang et al (2012) al evaluar la variabilidad genética dentro de las 12 poblaciones de
Dendrocalamus membranaceus en Yunnan (China) encontraron un porcentaje de bandas
polimorficas entre 39 y 55 %, una heterocigosidad esperada entre 0,146 y 0,186 y un indice
de diversidad de Shannon entre 0,216 y 0,279. Se detect6 una gran diversidad genética y una

menor diferenciacion genética entre las poblaciones de Dendrocalamus membranaceus.

Yang et al (2012) también encontraron que una gran proporcion de la variacion genética
(78,95%) reside entre individuos dentro de las poblaciones, mientras que solo el 21,05% existe
entre las poblaciones. Teniendo en cuenta que D. membranaceus es un monocarpio y tiene

una reproduccion sexual muy baja.

Chaudhary et al (2015) al evaluar la variabilidad genética de variedades cultivadas de bambu
en la regiéon Gujarat (India), usando marcadores ISSR, encontraron distancias genéticas (Nei,
1972) entre seis variedades de bambu, estas variaron entre 0.2032 y 0.6592. En conclusion,
se detectd una gran diversidad genética y una menor diferenciacion genética entre las

diferentes variedades de bamb utilizadas.

Konzen et al (2017) al estudiar la identificacion de géneros (Bambusa, Dendrocalamus,
Guadua y Phyllostachys) y especies de bambu cultivadas en Brasil, basado en la variacion
molecular con marcadores RAPD y RAPD-RFLP, sefialan algunas inferencias teniendo en
cuenta la agrupacion entre los géneros (sin considerar las correlaciones cofenéticas), Bambusa
y Dendrocalamus se agruparon juntos por ambos métodos RAPD y RAPD-RFLP, asi como
el analisis combinado de todos los marcadores. Las especies de Bambusa y Dendrocalamus
se distribuyen naturalmente en Asia. Taxondmicamente pertenecen a la tribu Bambuseae.
Estos generos son predominantes en las regiones tropicales secas de la India, pero también se
encuentra en las regiones templadas y subtropicales del pais (Ahmed, 1996 mencionado por
Konzen et al, 2017). B. vulgaris se halla en los tropicos de Asia. D. asper se distribuye en la
India y el sureste de Asia, mientras que D. giganteus se encuentra en el sur de Myanmar vy el
norte de Tailandia (Benton, 2015 mencionado por Konzen et al, 2017). Consideran que la

agrupacion entre Bambusa y Dendrocalamus de acuerdo a estas teorias fue coherente.

Konzen et al (2017) considerando que el género Phyllostachys pertenece a una tribu diferente,
Arundinarieae. En general, las especies de Phyllostachys son nativas de China y Japon
(Benton, 2015 mencionado por Konzen et al, 2017). La agrupacion entre Phyllostachys y los

otros generos fueron diferentes entre los marcadores RAPD y RAPD-RFLP. Con la primera
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clase de marcadores, Phyllostachys se agrupé con Bambusa y Dendrocalamus, mientras que
con el segundo Phyllostachys se agrupé con Guadua. ElI género Guadua es
predominantemente neotropical se encuentran principalmente en América Central y del Sur
(Yeasmin et al., 2015 mencionado por Konzen et al, 2017). La separacion entre Guadua y los
otros generos, teniendo en cuenta su distribucién natural, es entonces razonablemente

esperada.

Para confirmar los resultados de agrupamiento realizados por Konzen et al (2017) antes
mencionados y, para comprender mejor los resultados contradictorios de la posicion de
Phyllostachys en los grupos de cada marcador, estos autores consideran que los resultados se
pueden comparar con una investigacion mas amplia de las relaciones filogenéticas entre
bambues basados en cinco marcadores de pléastidos realizados por Kelchner (2013). Refieren
que, en dicho estudio, 33 especies de bambu se resolvieron filogenéticamente a partir de un
total de datos de secuencia de 6,7 kb de regiones codificantes y no codificantes de genomas
de cloroplastos, lo que permitié la categorizacion de bambues en cuatro linajes principales:
Paleo tropical Lefioso, Neotropical Lefioso, Templado Lefioso y Herbéceas. Entre ellos, el
género Guadua se colocé dentro de bambues Neotropical Lefioso, mientras que Bambusa
estaba dentro del clado Paleo tropical Lefioso. Expresan que, por extension de esta
interpretacion, Dendrocalamus, que no fue analizado por Kelchner (2013), pertenece a la
misma tribu que Bambusa, que apoya los resultados obtenidos en este estudio, mostrando una
mayor similitud entre Dendrocalamus y Bambusa que con los otros géneros. Ademas, el
miembro Phyllostachys analizado por Kelchner (2013) junto con otras especies de la tribu
Arundinaceae se colocaron dentro del clado de Templado Lefioso, que era filogenéticamente
mas distante que entre los clados Paleotropical Lefioso y Neotropical Lefioso. Refieren que
podria explicar la falta de consistencia del posicionamiento de Phyllostachys en su estudio,
ya que solo con marcadores RAPD se coloco dentro del mismo grupo de Dendrocalamus y
Bambusa. Por el contrario, con RAPD-RFLP y el analisis conjunto, el grupo Phyllostachys se
coloco junto con el grupo Guadua. También mencionan que probablemente, la inclusion de
mas taxones proporcionaria una mejor resolucion para este resultado de agrupamiento, que

esta mas alla del prop6sito principal de este trabajo.

El trabajo de Kelchner (2013) esta referido a las relaciones filogenéticas de nivel superior
dentro de los bambues (Poaceae: Bambusoideae) basadas en cinco marcadores de plastidos.

Seniala que las relaciones evolutivas entre las méas de 1400 especies descritas han sido dificiles
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de resolver con confianza. El analisis comparativo del ADN de plastidos de bambu
(cloroplastos) ha revelado de tres a cinco linajes principales que muestran distintas
distribuciones biogeograficas. El muestreo de taxones entre tribus y subtribus ha sido
incompleto y la mayoria de los conjuntos de datos publicados incluyen un ndmero
relativamente pequefio de caracteres de nucleétidos. El orden de ramificacion entre los linajes
amenudo es poco respaldado, y en mas de un estudio, los bambues herbaceos forman un clado
dentro de los bambues lefiosos. Se reconocen cuatro linajes principales de plastidios: Lefiosas
Templadas, Lefiosas Paleotropicales, Lefiosas Neotropicales y bambues Herbaceos. Los
bambues lefiosos se resuelven como parafiléticos con respecto a Olyreae, pero las pruebas SH

no pueden rechazar la monofilia de las especies lefiosas (Arundinarieae + Bambuseae).

Equiarte et al. (2007) en “Ecologia molecular” exponen algunas consideraciones sobre la
estructura y variacion genética en especies de plantas clonales. Refieren que la genética de
poblaciones en especies clonales no es distinta a la de los organismos unitarios, por lo que
requerimos obtener estimadores de la diversidad genética como Ht (heterocigosis, como
medida de diversidad genética total en una especie), Hs (diversidad genética dentro de
poblaciones), Gst (diversidad genética entre poblaciones) y Ps (% loci polimorficos). Refieren
a Hamrick y Godt (1989) quienes mostraron que las especies clonales presentan niveles altos
de heterocigosis y que la diversidad genética no difiere entre especies que presentan
reproduccion sexual con respecto a las que presentan tanto sexual como clonal. Para estos
indicadores reportan: Ps = 51,6, Ht = 0,311, Hs = 0,229 y Gst = 0,225 para poblaciones de
reproduccion sexual y Ps = 43,8, Ht = 0,305, Hs = 0,236 y Gst = 0,213 para poblaciones de

reproduccion sexual y asexual.

Harleen et al (2011) evaluaron la fidelidad clonal de plantas cultivadas in vitro de Guadua
angustifolia utilizando marcadores basados en ADN. Sefialan que siempre hay posibilidades
de variaciones somaclonales que aparecen en cultivos in vitro debido a su rapida
multiplicacion. Utilizaron marcadores de ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD) y
repeticion de secuencia intersimple (ISSR) en clones de Guadua cultivados in vitro para
asegurar su fidelidad genética. Encontraron 15 cebadores RAPD que produjeron 84 bandas
distintas con un promedio de 5,6 bandas por cebador. Ademas, encontraron 17 cebadores
ISSR que produjeron 61 bandas distintas en el rango de tamafio de 300 a 2500 bp. Todos los
perfiles de bandas de las plantas micropropagadas fueron monomorficas y similares a las de

la planta madre, y asi se determind la verdadera naturaleza de las plantas cultivadas in vitro.

32



Rodriguez et al (2011) en un estudio de diferenciacion morfologica y por ISSR de especies
del género Plukenetia (Euphorbiaceae) de la Amazonia peruana: propuesta de una nueva
especie. Se estudiaron cinco especies del género Plukenetia de la Amazonia peruana: P.
brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P. huayllabambana, P. volubilis (procedencia San
Martin); y de un supuesto morfotipo (P. volubilis, procedencia Cusco). Los 126 especimenes
estudiados fueron identificados mediante claves de caracteres morfolégicos (formas de hojas,
tallos y semilla; posicion de glandulas basilaminares) y posteriormente mediante marcadores
moleculares ISSR. Los analisis morfologicos permitieron separar las cinco especies descritas:
P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P. volubilis y P. huayllabambana. Los dos
supuestos morfotipos de P. volubilis fueron discriminados por la posicion de las glandulas,
tamafio de semillas y forma del tallo. Los resultados proporcionados por el Analisis Factorial
de Correspondencia (AFC) y corroborados por el indice de fijacion (Fst), distancia genética
y el dendograma estimado por el método UPGMA, evidencian una fuerte diferenciacion entre
los seis taxa, corroborando la identidad taxonémica molecular de las cinco especies ya
descritas morfologicamente. Ademaés, los resultados (Fst y la distancia genética) indicarian
que P. volubilis (del Cusco) podria ser una nueva especie de Sacha Inchi, aln no descrita para

la ciencia
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1.  LOCALIZACION

Se colectaron hojas de 96 individuos de bambt de zonas de “pacales” en seis distritos de las
regiones Junin, Pasco y Ucayali (Figuras 8 y 9). La muestra consistié de 48 individuos de
Guadua sarcocarpa y 48 de Guadua weberbaueri, en una gradiente altitudinal que oscil6
entre 309 y 1016 msnm (Tabla 4). Los protocolos de caracterizacion molecular mediante ISSR
se ejecutaron en el Laboratorio de Biotecnologia del Programa de Investigacion y Proyeccion

Social en Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tabla4: Especies, cantidad de muestras y coordenadas UTM de los sitios de

muestreo
Region  Provincia Distrito  Cddigo Poblacion Cantidad Especie Coordenadas Altitud
de UuT™Mm
muestras

X Y msnm
Junin  Satipo Coviriali 1BV Bella Vista 10 G. weberbaueri 537960 8754337 671
Pasco Oxapampa  Villarica 1CA Cacazu 4 G. weberbaueri 486790 8819825 985
Pasco Oxapampa  Villarica 1CA Cacazu 2 G. weberbaueri 486692 8819594 1006
Junin  Chanchamayo San Ramén 1GE  Génova 6 G. weberbaueri 461307 8773376 1016
Ucayali Atalaya Sepahua  2P2 Sepag“a 15 G.sarcocarpa 716816 8772632 406
Ucayali Atalaya Sepahua  2P1 Sepahl“a 33 G.sarcocarpa 708595 8766637 309
Junin  Satipo Rio negro 1S2 Satipo2 13 G. weberbaueri 533959 8768561 706
Junin  Satipo Satipo 1S1 Satipol 13 G. weberbaueri 538913 8758112 646

FUENTE: Elaboracion propia

Ademas, se realizo la medicion dasométrica (longitud y diametro) de los culmos de bambu
muestreados. Estas mediciones permitieron observar algunas diferencias morfoldgicas

presentes, que son mencionadas por Olivier y Poncy (2009) (Figuras 10 - 14)
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FUENTE: Elaboracion propia en base a datos colectados por GBIF (Global Biodiversity Information
Facility, 2017) y Reéategui (2009)
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FUENTE: Elaboracion propia
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A: Entrenudos de G. weberbaueri. B: Rama con laminas foliares de G. weberbaueri

Figura 10: Fotos de Guadua weberbaueri en campo

FUENTE: Elaboracion propia

A: Ramificacién y detalle de espinas en los nudos de las ramas de G. weberbaueri. B: Entrenudo de
G. weberbauev

Figura 11: Fotos de Guadua weberbaueri en campo

FUENTE: Elaboracion propia
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R s .;é..-v.'u' :ﬁ
A'y B: Habito de G. weberbaueri. B: Follaje de G. weberbaueri
Figural12:  Fotos Guadua weberbaueri en campo

oy

FUENTE: Elaboracion propia
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A: Rama con laminas foliares de G. sarcocarpa. B: Detalle de la espina maciza o grande en el nudo
de G. sarcocarpa

Figura13:  Fotos Guadua sarcocarpa en campo

FUENTE: Elaboracion propia

e 4 ) <a /

Ay B: Habito de G. sarcocarpa (Sepahua 2)
Figura 14: Fotos Guadua sarcocarpa en campo

FUENTE: Elaboracion propia
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2.  ELECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL
TRANSPORTE

Las hojas colectadas fueron tiernas y libres de cualquier patogeno, de esta forma se logra

mejor calidad del ADN vy se evita la contaminacion del mismo; la distancia minima entre los

individuos fue de 2 m.

Las hojas fueron almacenadas en bolsas autosellables y codificadas; en el interior de cada

bolsa se coloco silicagel para deshidratar los tejidos vegetales con relativa rapidez, evitando

la oxidacion de estos y la degradacion catalitica del ADN. El traslado de las muestras se

realiz6 por via terrestre. De esta forma se aseguro la buena conservacion del ADN hasta su

llegada a Lima. Cada uno de estos materiales conformo una muestra para la caracterizacion

molecular.

3. MATERIAL DE LABORATORIO
Se utilizé los siguientes reactivos y materiales:

Tabla 5:

Reactivos y materiales (herramientas y equipos) utilizados en laboratorio.

Fase de laboratorio

Reactivos

Materiales

Herramientas

Equipos

(1) Molienda del material

Tubos eppendorf de 1,5

Molino Bead Mill Retsch

vegetal ml MM200
Bolitas pequefas de
metal
Pinzas
Papel toalla
(2) Extraccion y re- B-Mercaptoetanol Tubos eppendorfde 1,5  Campana extractora de
suspension de ADN ml gases
C-TAB Micropipetas de 1000ul, Centrifuga
200pl, 100ul
Cloroformo - alcohol Tips plasticos de 1000l y Termomixer
isoamilico (24:1) 200pl
Buffer Tris Probeta pH metro

Buffer EDTA (TE)pHS8
Etanol al 96% y 75%

(3) Medida de la pureza 'y
concentracion de
ADN

RNAsa 10mg/ml

Agua mili-Q

Micropipetas de 200,
100ply 10 pl

Tips plasticos de 200l y
1oul

Tubos eppendorf de
1,5ml

Papel tissue

Vaso precipitado de
plastico

Biofotometro Eppendorf

Purificador de agua
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Continuacion de la tabla...

Fase de laboratorio

Reactivos

Materiales
Herramientas

Equipos

(4) Medida de la calidad
del ADN

Agarosa 1%

Bromuro de etidio
Tampon de carga

Buffer TBE 1x
Agua mili-Q

Micropipeta de 10pl

Tips de 10ul

Céamara electroforetica
horizontal

Peines
Matraz
Vaso precipitado

Agitador magnetico
(Heidolph)

Fuente de poder
Fotodocumentador

(5) Amplificacion de ADN

Set de iniciadores ISSR

GoTag ® Green Master
Mix, 2X

Agua libre de nucleasas

Micropipetas de 200,
100l y 10 pl

Tips plasticos de 200ul y
1oul

Tubos eppendorf de
0.2ml

Termociclador Eppendorf
Mastercycle
gradient 96,
Biometra UNO-
Termoblock y
Biometra TRIO-
Thermoblock.

(6) Electroforesis en gel
de poliacrilamida

Acrilamida: Bisacrilamida
(19:1) al 6%

Tetramethyl-
lethynediamine

Persulfato de amonio al
10%

Rain repelent

Adherente

Alcohol 96%

Buffer TBE 1x y 0.5x
100pb DNA ladder Plus

Vidrios con y sin muesca
Peines
Separadores

Micropipetas de100ul y
10

Tips plasticos de 200ul y
10ul

Céamara electroforetica
vertical

Camara de flujo laminar
Bomba al vacio

Fuente de poder

(7) Fijacion, tincién y
revelado

Solucion de fijacion,
tincion y revelado
Agua mili-Q

Bandejas de plastico y
tapas de plastico

(8) Evaluacion de bandas

Fluorescente
regla

(9) Otros

Guantes de nitrilo y vinilo

Balanza analitica
Autoclave
Refrigeradora
Horno microondas
Computadora
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4.  EXTRACCION DE ADN
El protocolo de extraccion de ADN se hizo en base a modificaciones del protocolo Doyle &

Doyle (1987) y fue el siguiente:

Llevar las muestras al molino por 20 minutos

Agregar 700 pl de buffer CTAB 2X fresco y 5 pl de beta mercaptoetanol, mezclar.

- Colocar en bafio maria a 65°C por 45 minutos, mezclar invirtiendo los tubos cada 15

minutos. Dejar entibiar los tubos a temperatura ambiente por 2 minutos.

- Adicionar 700 ul de cloroformo: isoamilico (24:1) a cada tubo. Mezclar suavemente

evitando dafiar el ADN. Invertir varias veces.

- Centrifugar 5 minutos a 4°C a 13000 rpm en micro centrifugadora. Remover el liquido
superior y transferirlo a un nuevo tubo y etiquetado. Evitar transferir el material de la
interface. Desechar el cloroformo: isoamilico utilizado en un conteiner debidamente

etiquetado.

- Adicionar igual volumen de etanol 96% (400-500 pl) en cada tubo. Mover y mezclar

muchas veces y colocar los tubos a -20°C por 30 minutos.
- Centrifugar a 4°C a 13000 por 20 minutos.
- Desechar el sobrenadante cuidadosamente para evitar la pérdida del ADN pellet.

- Agregar 1 ml de Etanol 75% y centrifugar a 4°C a 13000 por 5 minutos, desprender el

pellet con golpecitos suaves y eliminar el sobrenadante cuidadosamente.

- Agregar 1 ml de Etanol 96% y centrifugar a 4°C a 13000 por 5 minutos, desprender el

pellet con golpecitos suaves y eliminar el sobrenadante cuidadosamente.
- Invertir los tubos y dejar secar al ambiente toda la noche.

- Disolver el ADN en 100 pl de T10E1 o agua milli-Q para cada muestra, llevar al 65°C
por 15 minutos para que el pellet se diluya.

- Llevar a la centrifuga por 15 segundos para que el ADN se homogenice.

43



- Adicionar 1 -2 pul de ARNsa libre de ADNsa (10mg/ml)
- Llevar a la centrifuga por 15 segundos para homogenizar.

- Incubar a 37° por 1 hora.

5. PUREZAY CANTIDAD DE ADN

Una vez obtenido el ADN, la determinacion de la pureza y la concentracion se realizo con
ayuda de un biofotometro (Eppendorf) UV/Visible a 260 nm. Para ello, se diluyé 2 pl de la
muestra en 198 ul de agua milli-Q (agua ultra pura, con grado de laboratorio que ha sido
filtrada y purificada por ésmosis inversa). Se utiliz6 como blanco 200 pl de agua milli-Q.
Ademas, mediante la relacion A260/280, se podra determinar la pureza del ADN, esta debe
variarde 1,6 a 2,1. Unvalor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacién por compuestos
aromaticos como fenoles y proteinas; y un valor A260/280 > 2,1 podria deberse a la presencia
de ARN en la muestra (Karp et al, 1998).

Figura 15: Biofotometro Eppendorf

FUENTE: Elaboracion propia
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6. CALIDAD DEL ADN

Se realizo en geles de agarosa para visualizar la calidad del ADN de las diferentes muestras.
La buena carga elevada de ADN aparece como una buena banda de excelente resolucion
mientras que un barrido o manchado indica degradacion mecénica o quimica del ADN. Para

poder observar la calidad del ADN se sigui6 el siguiente protocolo:

Preparar un gel de agarosa al 0,8% disolviendo 0,8 gramos de agarosa en 100 ml de 1X
buffer TBE (Tampdn TBE: Tris, borato y EDTA).

- Llevar a microondas hasta hervir, esperar que enfrié a 60°C y luego agregar 2 pl de

Bromuro de etidio.

- Colocar la solucién en un molde con peines (para asi formar los pocillos) y esperar hasta

que gelifique.

- Una vez gelificado, poner el gel en la cAmara electroforética horizontal la cual contiene
buffer TBE 1X.

- Realizar una mezcla de 2 pl de la muestra con 2 pl de tampon de carga y 6 pl de agua
milli-Q

- Colocar la mezcla en los pocillos.
- Aplicar corriente de 100 voltios por media hora (Figura 16 A)

- Visualizar y capturar la imagen del ADN en el gel con la ayuda de un fotodocumentador
(Figura 16B).
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A: Camara electroforética horizontal. B: Imagen del ADN en el gel de agarosa, se observa que existe
calidad suficiente para realizar el PCR.

Figura16:  Camara electroforética e imagen de ADN en gel de agarosa

FUENTE: Elaboracion propia

1. DILUCIONES
Una vez concluido las pruebas de concentracion, pureza y calidad, se procedio a las

diluciones, lo cual implica la formula: C1.V1=C2.V2 (C=concentracion y V=volumen).

La dilucién fue de 10 ng/ ul de la concentracion total, con un volumen final de 100 pl
completados con agua mili-Q. Esta cantidad es suficiente para realizar las amplificaciones de
ADN por los iniciadores ISSR (Sota, 2012).
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8. AMPLIFICACION DEL ADN POR MEDIO DE ISSR

8.1. SELECCION DE INICIADORES ISSR

Con la finalidad de elegir los iniciadores que proporcionen una mejor respuesta, tanto bandas
nitidas como polimorficas, se hace una corrida con todos los iniciadores en gel acrilamida
(Sota, 2012), se realizd la preseleccion de 21 iniciadores para una seleccion posterior de 6
iniciadores ISSR. Los iniciadores fueron seleccionados por ser los més polimorficos, estos
corresponden a los codigos 9, 13, 14, 15, 16 y 18 (Tabla 6)

Tabla6: Primers o iniciadores que fueron usados en la investigacion

Cédigo Primer Motivos SEQUENCE 5' --> 3'

1 UBC 807 (AG)8T AGAGAGAGAGAGAGAGT

2 UBC 810 (GA)8T GAGAGAGAGAGAGAGAT

3 UBC 841 (GA)8YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC

4 UBC 853 (TC)8RT TCTCTCTCTCTCTCTCRT

5 UBC 857 (AC)8YG ACACACACACACACACYG

6 UBC 859 (TG)8RC TGTGTGTGTGTGTGTGRC

7 UBC 864 (ATG)6 ATGATGATGATGATGATG

8 UBC 873 (GACA)4 GACAGACAGACAGACA

9 IS-5 (AC)8TG ACACACACACACACACTG

10 UBC 878 (GGAT)4 GGATGGATGGATGGAT

11 SSR1 (ACTG)4 ACTGACTGACTGACTG

12 SSR4 BDB(CA)6 BDBCACACACACACA

13 SSR5 VHV(GT)7 VHVGTGTGTGTGTGTGT

14 SSR21 GCG(AC)BA GCGACACACACACACA

15 SSR15 CCC(GT)6 CCCGTGTGTGTGTGT

16 SSR22 SSWN(GACA)3 SSWNGACAGACAGACA

17 IS-36 (AG)8TC AGAGAGAGAGAGAGAGTC

18 SSR16 GSG(GT)6 GSGGTGTGTGTGTGT

19 SSR17 CSG(GA)6 CSGGAGAGAGAGAGA

20 ISSR-76 (AGTC)4 AGTCAGTCAGTCAGTC

21 ISSR-3412 (AG)8AA AGAGAGAGAGAGAGAGAA
*B=C/G/T D=A/GIT H=A/CIT V=A/CIG S=G/C
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8.2. PROTOCOLO DE PCR PARA MARCADORES ISSR
El mix de reaccion fue basado en lo indicado por Promega Corporation, constando el mix de

lo siguiente:

-1l de iniciador (concentracion 10 ng/ul)

2 pl de ADN (concentracion 10 ng/ul)

3,94 ul de agua libre de nucleasas

6,06 ul de GoTag ® Green Master Mix, 2X

La reaccion se llevd a cabo en el termociclador del laboratorio: Eppendorf Mastercycle
gradient 96, Biometra UNO-Termoblock y Biometra TRIO-Thermoblock.

Las condiciones de amplificacion se realizaron para cada primer con la misma preparacion de
la mezcla (indicada anteriormente), fueron realizadas en un termociclador marca Eppendorf.,
usando un programa de 34 ciclos de incubacion aproximadamente por 2 horas 40 minutos,

bajo las siguientes condiciones (Tabla 7):

Tabla7: Perfil térmico de la PCR para marcadores de ISSR

Perfil térmico Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 1
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 40 1 34
Extension 72 1
Extension final 72 7 1
Mantenimiento 4 o

o |nfinito

La muestra fue cargada en un gel vertical de poliacrilamida al 6% y 7 M de Urea, catalizada
con Temed y APS (persulfato de amonio) en 1X tri-borato EDTA (TBE). La pre-corrida se
realizo a 100 voltios por 30 minutos y la corrida con las muestras a 200 voltios por 9 horas.
Los geles fueron revelados empleando tincion con nitrato de plata.
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Q. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
La preparacion de geles se realizo para cada producto amplificado, utilizando el siguiente

protocolo:

Lavar los dos vidrios con abundante agua y limpiarlos con etanol de 95% para eliminar

toda la grasa posible.

- Colocar y extender de forma uniforme 1ml de sigmacote (solucion repelente) en uno de
los vidrios (aquel identificado por poseer una muesca), “posteriormente dejar secar media
hora.

- Colocar y extender 200pl de la solucién adherente (1ml de alcohol de 95%, 3 pl de silane

y 3 ul de acido acético) al otro vidrio, posteriormente dejar secar por media hora.

- Una vez secos los vidrios, juntarlos y encajarlos con separadores en los costados, de tal

forma que quede un pequefio vacio entre ellos.

- Preparar 40 ml de acrilamida al 6%, agregar a ello 400ul de APS (Ammonium persulphate
solution) al 10% y 40 pl de Temed, mezclar y agregar esta solucion al espacio vacio entre
los dos vidrios, procurando que no se formen burbujas; posteriormente colocar el peine

por la muesca y se dejar polimerizar por media hora.

- Trascurrido ese tiempo, sacar el peine con mucho cuidado, limpiar los vidrios
exteriormente (puesto que estan unidos) para colocarlos en la camara electroforética
vertical; una vez colocados los vidrios, llenar las cubetas (superior e inferior) con buffer
TBE al 1%.
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Figural7:  Cémara electroforética vertical conectada a fuente de poder

FUENTE: Elaboracion propia

- Usando una jeringa de aguja delgada, limpiar cada uno de los pocillos formados por el
peine, eliminando asi la urea o pequefias cantidades de gel que estuvieran deformando el

pequefio pocillo,
- Realizar una pre-corrida del gel a 100 voltios por media hora.

- Usando una jeringa de aguja delgada, limpiar nuevamente cada uno de los pocillos

formados por el peine; esto para que el mix pueda ser puesto correctamente

- Llenar los pocillos centrales con 4pul del mix salido termociclador, llenar los pocillos

laterales con 4l de un marcador de peso conocido.

- Realizar una corrida del gel a 200 voltios por 9 horas
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10. FIJACION, TINCION Y REVELADO DE GELES

Cada gel después de ser corrido 9 horas a 200 voltios se procedio a tefiir en forma
independiente. Los componentes de la solucion de fijacion, tincion y revelado se muestran en
los anexos.

- Sesepararon los vidrios con mucho cuidado y se coloco el que tiene el gel en una bandeja

con un litro de solucion de fijacion por diez minutos.

- Se paso el gel a otra bandeja que contenia un litro de solucion de tincion por unos 20
minutos, moviendo constantemente.

- Se transfirié el gel a una bandeja conteniendo la solucién de revelado, el tiempo no fue
fijo, se tiene que ir viendo cuando aparecen las bandas y decidir en qué momento es

suficiente para verlas bandas claramente.

- Luego del revelado, se volvid a poner el gel en la solucién de fijacién por diez minutos, y

después se le dio un enjuague en agua corriente por unos tres minutos y se dejo secar.

1300
1200
1100
1000

700

500

300

200,

200

Figura18:  Gel de acrilamida después de haber pasado el proceso de tincidn, fijacion
y revelado.

FUENTE: Elaboracion propia

En la Figura 18, se muestra una corrida electroforética en gel de poliacrilamida perteneciente

a la amplificacion con el primer SSR15 (de cddigo 15, utilizado en el presente estudio) y un
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grupo de los fenotipos de bambd. Se puede observar que hay un considerable polimorfismo

entre las amplificaciones.

11. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

11.1. COLECTADE LOS DATOS MOLECULARES

La lectura de fragmentos de ADN se dio en el rango de 1000 a 400 pb. Se codificaron
asignando “1” para la presencia de banda y “0” para la ausencia de banda, formando la matriz
basica de las unidades a caracterizar denominadas “Unidades Taxondmicas Operativas”
(OTU en singular y OTU's en plural) en filas y caracteres (Locus en singular y Loci en plural)
en columnas. Los datos fueron leidos de manera virtual, mediante fotografias y de manera
visual con la ayuda de un fluorescente. La informacién se ingresé en una hoja de célculo de
Microsoft Excel 2010 (Anexo 1).

11.2. DETERMINACION DE MEDIDAS DESCRIPTIVAS
Con la informacion de la matriz basica de datos de 96 OTU's (especimenes) x 95 caracteres

(Loci), se determinaron:

1) Frecuencias de presencias (P) para cada Loci

n
j=1Yij

n

pP=

i=1Y;j, es la'suma del caracter i (Locus i) en todas las OTU's (especimenes). Representa la

cantidad de fragmentos amplificados (1) en todas las OTUs, por dominancia y codominancia.
n, es el naimero de OTU's

2) Frecuencia de ausencias (Q) para cada loci

Q=1-P
Q representa la cantidad de fragmentos amplificados (0) en todas las OTU's, por recesividad.

Los Loci con una frecuencia de presencia de banda (P) menores a 0,05 se consideraron

genotipos raros.

Los Loci con una frecuencia de presencia de banda (P) igual a 1,00 fueron considerados

monomorficos.
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Asumiendo las condiciones de equilibrio de Hardy — Weinberg se calcularon:

3) Frecuencia alélica de ausencia (q)
q=40Q

4) Frecuencia alélica de presencia (p)
pr=1-q
5) Polymorphic Index Content (PIC)

Segun Ghislain et al. (1999) representa la importancia de los marcadores moleculares, se

midié como:

PIC =1—-p?—q?

6) Indice informativo ISSR (basado en Ghislain et al, 1999), para cada Primer

K
Indice Informativo ISSR = Z PICi

i=1
k, es el numero de Loci por cada Primer (i inicia en 1 en cada Primer)
Los resultados de las 6 mediciones se muestran en el Anexo 2.

11.3.  ANALISIS MULTIVARIADO

Con la matriz basica de datos de 96 OTU's (especimenes) x 95 caracteres (Loci) se realizo el
analisis cluster (método UPGMA\) para identificar duplicados, considerando los coeficientes
de asociacion Jaccard y Dice, obteniéndose los fenogramas correspondientes (Anexos 5 y 6),
las matrices cofenéticas y la prueba de Mantel entre la matriz basica de datos y la matriz
cofenética (r = 0,98415 para Jaccard y r = 0,97907 para Dice). En ambos fenogramas se
encontro 21 duplicados por lo que para los andlisis subsiguientes se redujo a 75 OTU's y se
eligio el coeficiente Jaccard debido al mayor coeficiente de correlacion de esta con la matriz

cofenética correspondiente.

Con la matriz basica de datos de 75 OTU's (especimenes) x 95 caracteres (Loci), se realizaron:
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1) Analisis cluster o agrupamiento por el método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic Averages)

2) Ordenacion por el método de Analisis de Coordenadas Principales (PcoA, Principal

Coordinate Analysis) y

3) Ordenacion por el método de Escalamiento Multidimensional no métrico (hnmMDS,

nonmetric Multidimensional Scaling).

Para realizar estos analisis se utilizo el software NTSYS v2.1p (Rohlf, 2000), con la opcién
Batch Mode o “archivo lote”, las lineas escritas a partir de las comillas (*‘) son comentarios y
no son leidos por el software; las lineas escritas a partir del asterisco (*) son los comandos
junto con sus pardmetros correspondientes (Anexo 4). Los procedimientos en cada caso

consisten en:

11.3.1. ANALISIS CLUSTER - UPGMA
a) Obtencion de una Matriz de Similitud OTU x OTU

La comparacion de la OTUi vs OTUj se pueden dar con las siguientes cuatro posibilidades
(Crisci y Lopez, 1983): coincidencia del caracter presencia (1,1) en ambas OTU's, presencia
enlaOTUi ynoenla OTUj (1,0); ausencia en la OTUi y no la OTUj (0,1) y coincidencia de

ausencias en ambas OTU's (0,0).

OTUj
1 0
OTUi 1 a B
0 C D

La similitud entre cada par de OTU’s se midi6 con los coeficientes de asociacion Jaccard y
Dice, los mismos que son los mas utilizados para datos moleculares (Crisci y Lépez, 1983;

Ronhlf, 2000). Estos coeficientes no consideran ad (0,0) como elemento a favor de la similitud.
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a 2a
Jaccard = an Dice = an
a1y + baoy + Con) 2a11) + b10) * €0y

El coeficiente Dice llamado también de Serensen o Nei-Li (Crisci y Lopez, 1983) confiere
peso duplicado a los valores de bandas compartidas entre ambas OTU's. Los valores de
similitud generados por ambos coeficientes varian de 0 a 1, que equivalen a los valores de
minima y maxima similaridad, respectivamente. La matriz de similitud OTU x OTU se puede

observar en el Anexo 3.

b) Agrupamiento UPGMA

Es un procedimiento jerarquico que agrupa a los taxones en grupos similares, teniendo en
cuenta las similitudes entre OTU's. El resultado de este procedimiento se grafica en un
Dendograma o éarbol fenético, asociado a una Matriz Cofenética. Se dibuj6 un dendogramas,
utilizando el coeficiente de asociacion Jaccard.

c) Asociacion de la Matriz de Similitud y la Matriz Cofenética

Se realiz6 mediante la comparacion de ambas matrices, determinandose el Coeficiente de
Correlacion Cofenética o de Mantel (r). Este procedimiento es conocido como Prueba de
Mantel (Rohlf, 2000).

11.3.2. ORDENACION: ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES (PCOA)
a) Obtencion de una Matriz de Similitud OTU x OTU
Se obtuvo una Matriz de Similitud OTU x OTU en funcion del coeficiente de asociacion
Jaccard, siguiendo igual procedimiento al descrito para el analisis cluster.
b) Doble centrado de la Matriz de Similitud.

c) Calculo de los eigen-vectores y eigen-valores a partir de la matriz doblemente

centrada.
d) Proyeccion de las OTU's en un grafico delimitado por coordenadas principales

Consistio en la representacion de las OTU's en un sistema de coordenadas de dos dimensiones,

con la finalidad de formar e interpretar patrones en la composicion de las OTU's.

11.3.3. ORDENACION:  ESCALAMIENTO  MULTIDIMENSIONAL ~ NO
METRICO (NMMDS)

a) Obtencion de una Matriz de Similitud OTU x OTU
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Se obtuvo una Matriz de Similitud OTU x OTU en funcion del coeficiente de asociacion
Jaccard, siguiendo igual procedimiento al descrito para el analisis cluster.

b) Doble centrado de la Matriz de Similitud.

c) Calculo de los eigen-vectores a partir de la matriz doblemente centrada.

d) Escalamiento multidimensional no métrico usando la solucién inicial.

e) Proyeccion de las OTU's en un grafico delimitado por dimensiones escaladas
Consistid en la representacion de las OTU'’s en un sistema de dos dimensiones escaladas, con
la finalidad de formar e interpretar patrones en la composicion de las OTU's.

f) Obtencion de valores de Final Stress2
Estos son indicadores de bondad de ajuste o “Goodness of fit” del ordenamiento de datos.

Tales valores se califican dependiendo de la siguiente escala (Rohlf, 2000):

Tabla8: Valores de Final Stress2 para la bondad de ajuste de nmMDS

Final Stress2 nmMDS
0,40 Pobre
0,20 Mediano
0,10 Bueno
0,05 Excelente
0,00 Perfecto

El nmMDS es una forma de escalado multidimensional en el que solo los rangos de los
coeficientes de desemejanza observados o los coeficientes de similitud se usan para producir

la representacion de baja densidad requerida de los datos (Everitt & Skrondal, 2010).

11.4. ANALISIS POBLACIONAL

Con la informacion de la matriz basica de datos de 75 OTU's (especimenes) x 95 caracteres
(Loci), se realizaron:

1) Estudio de la diversidad genética y

2) Analisis Molecular de Variancia (AMOVA).

Para realizar estos andlisis se utilizaron los softwares: Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer,
2015), POPGENE v1.32 (Yeh et al., 1999) y Treeview (Page, 1996)
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11.4.1. ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA PRESENTE

Los especimenes de bambu se dividieron en dos grupos (especies): Guadua weberbaueri y
Guadua sarcocarpa. A su vez, el primer grupo se dividié en 5 poblaciones segun el lugar de
origen: Bella Vista, Cacazu, Génova, Satipo 1 y Satipo 2. El segundo grupo se particiond en

dos poblaciones, segun sus lugares de origen: Sepahua 1 y Sepahua 2.

En el programa POPGENE no fue posible hallar el coeficiente de endogamia (FIS), para cada
poblacion, ya que este parametro debe ser calculado con marcadores codominantes. Para
lograr el calculo de estos pardmetros, se debi6 suponer que la poblacion esta en un equilibrio

Hardy — Weinberg. Mediante este software se estimaron los siguientes pardmetros:

- Numero de loci polimérficos para el conjunto de poblaciones, poblacion y todos los

especimenes.

- Indice de Informacion de Shannon (1) como medida de la diversidad genética:

I= Z piLog,p;

n
=1
- Diversidad genética de Nei, conocida como Heterocigocidad esperada (He), es la

probabilidad de que cualquier par de alelos (en un unico locus) escogidos al azar de la
poblacidn sean diferentes entre si (De Vicente et al., 2004).

FiH Xjoa(1-3Rpf)
n n

H;, es la Heterosigocidad esperada en un locus j, o indice de diversidad de Nei de un locus
pij, es la frecuencia del alelo i del locus j

m, es el nimero de alelos en el locus j
n, es el numero de loci considerado

- Coeficiente de diferenciacion genética Gst de Nei (Nei, 1973), entre grupos y entre pares

de poblaciones.
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- Matriz de distancias e identidades genéticas normalizadas (unbiased) de Nei (1978) (Yeh,
et al, 1999).

Con el software Treeview se visualizé el dendograma sin raiz de las poblaciones, generado en
el programa POPGENE.

11.4.2. ANALISIS MOLECULAR DE VARIANCIA (AMOVA)
Se obtuvieron las variaciones presentes entre especies, entre poblaciones / dentro de especies
y dentro de poblaciones, usando el programa Arlequin con la opcion “Haplotypic data, several

groups of populations” (Excoffier & Lischer, 2015)

Se obtuvieron los coeficientes de diferenciacion genética: Fcr (grado de diferenciacion génica
entre especies), Fsc (grado de diferenciacion génica entre poblaciones dentro de especies) y
Fst (grado de diferenciacion génica entre los individuos dentro de las poblaciones). (Excoffier
& Lischer, 2015). El esquema de AMOVA es el siguiente:

Tabla9: AMOVA para datos haplotipicos de varios grupos de poblaciones

Fuente de variacion Grados de Suma de cuadrados Cuadrados medios
libertad (SSD) esperados
Entre especies (AG) G-1 SSD(AG) nuo'g + nvo'g + (;CZ
Entre poblaciones (AP) / dentro P-G SSD(AP/WG) ngg + o2
de especies (WG)
Dentro de poblaciones (WP) N-P SSD(WP) O'CZ
Total (T) N-—1 SSD(T) of

FUENTE: Excoffier & Lischer, 2015

Donde las n y las estadisticas F estan definidas por:

gea peg 9
N2 N?
_ SG ZpEPWp N ZgEGWg
METT oo n G—1
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Fer = Z_;z Fs¢ = alfGTgacz For = 05:%65
Las notaciones son:
SSD (T) : Suma total de desviaciones cuadradas.
SSD (AG) :  Suma de desviaciones cuadradas entre grupos (especies).
SSD (WP) . Suma de desviaciones cuadradas dentro de poblaciones.
SSD (AP/WG) :  Suma de desviaciones cuadradas entre poblaciones, dentro de
grupos.
G : Numero de grupos en la estructura.
P : Numero total de poblaciones.
N : NUmero total de individuos para datos genotipicos o nimero total

de copias de genes para datos haplotipicos.

Np : Numero de individuos en la poblacion p para datos genotipicos
0 namero total de copias de genes en la poblacion p para datos

haplotipicos.

Ng : NUmero de individuos en el grupo g para datos genotipicos o
numero total de copias de genes en el grupo g para datos

haplotipicos.

El coeficiente de diferenciacidn genética (FST) cuantifica la diferenciacion u homogenizacion
entre distintas poblaciones, es también una medida indirecta del flujo genético a través del
namero de migrantes (Nm) entre las poblaciones (Sosa et al., 2002; Caujapé-Castells, 2006,
mencionado por Gonzélez, 2011).
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Partiendo de un locus con dos alelos, FST es la varianza (c2) en las frecuencias alélicas entre
dos poblaciones normalizada por la frecuencia alélica media (p), entonces: Fgr =
a2 /p(1 — p) variade 0 a 1. Un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son idénticas
en las poblaciones estudiadas, mientras un valor de 1 representa frecuencias alélicas fijadas y,
por lo tanto, completamente distintas entre las poblaciones analizadas (Neff & Fraser, 2010).
En la préctica, valores por debajo de 0,15 representan una escasa diferenciacion genética,
entre 0,15 y 0,25 indican que las poblaciones se encuentran considerablemente diferenciadas
y si las cifras son superiores a 0,25 se consideran poblaciones fuertemente diferenciadas
genéticamente (Hartl & Clark, 1997).

Segun la metodologia desarrollada por Nei (1973) la diversidad total (HT) esta subdividida
en la diversidad genética para cada poblacion (HS) y la diversidad entre las subpoblaciones
(DST), de manera que: Hr = Hg + Dgp Yy el coeficiente de diferenciacion genética de la
poblacion total viene representado por: Ggr = Dgr/Hp que equivale al coeficiente de

diferenciacion genética (FST) de Wright.

Allendorf & Luikart (2007) sefialan que Wright (1931, 1951) desarroll6 un marco conceptual
y matematico para describir la distribucion de la variacion genética dentro de una especie que
utilizé una serie de coeficientes de endogamia: FIS, FST y FIT. FIS es una medida de
desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las demes o subpoblaciones
locales; como hemos visto, FST es una medida de la divergencia de frecuencias de alelos entre
demes o subpoblaciones; y FIT es una medida de la desviacion global de las proporciones de
Hardy-Weinberg en toda la poblacion base (o especie) debido tanto al apareamiento no
aleatorio dentro de las subpoblaciones locales (FIS) como a la divergencia de frecuencias de

alelos entre subpoblaciones (FST).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION MOLECULAR

1.1 ANALISIS POLIMORFICO DE PRIMERS

La amplificacion del ADN de 96 genotipos se realizo con 6 primers ISSR seleccionados de
un total de 21, el criterio de seleccion fue la mejor respuesta polimdrfica. Se evaluaron un
total de 112 loci, de los cuales 95 fueron polimorficos, segun Nelson & Anderson (2013) el
numero adecuado de loci para estos estudios es de 90. Se obtuvieron los PIC, indices ISSR y
el nimero de fragmentos raros por primer, esta informacion se resume en la Tabla 10 en base
a los célculos del Anexo 2. Asi mismo, se encontrd que, de los 96 genotipos evaluados, 21
correspondian a duplicados de otros (ver item 1.2 de este capitulo), por lo cual fueron

descartados posteriormente, quedando un total de 75 genotipos a evaluar.

La informacién subsecuente obtenida se procesé considerando 95 loci polimorficos, los 17
loci restantes fueron aquellos que no contribuyeron a la variacién en el conjunto de los 96
genotipos de Guadua spp. Los 95 loci polimorficos representan el 84,82 % del total de loci
evaluados. El nimero de loci polimérficos vario entre 8 (primers 13 y 16) y 40 (primer 14)
con un promedio de 15,83. El PIC promedio vari6 de 0.1915 (primer 9) a 0,3475 (primer 18),
con un promedio de 0,2684. El indice ISSR para cada primer vari6 entre 2,864 (primer 13) y
13,614 (primer 14) con un promedio de 5,176. Se encontraron 6 loci raros, estos fueron

aquellos que presentaron una frecuencia de presencia de banda (P) menores a 0,05 (Anexo 2).



Tabla 10: Numero de loci, namero de loci polimorficos, indice ISSR y numero de
fragmentos raros de seis primers ISSR en Guadua spp

Numero de  Porcentaje de NUmero
) Ndmero de ) ] PIC o
Primer ) loci loci ] Indice ISSR  fragmentos
loci o o promedio
polimérficos  polimoérficos raros
Primer 9 20 20 100,00 0,2814 5,628 2
Primer 13 12 8 66,67 0,2387 2,864 0
Primer 14 47 40 85,11 0,2897 13,614 0
Primer 15 11 9 81,82 0,1915 2,107 4
Primer 16 11 8 72,73 0,2746 3,021 0
Primer 18 11 10 90,91 0,3475 3,823 0
Promedio 18,67 15,83 82,87 0,2684 5,176 1
Total 112 95 6

Los valores de loci, loci polimorfico y el polimorfismo hallado en el presente estudio (84,82%,
con rango de 66,67% a 100,00%) son concordantes con los resultados obtenidos en estudios
de la diversidad genética de bamb0 y otras plantas por diferentes investigadores, como Yang
et al. (2012) que al estudiar la diversidad genética y diferenciacion de Dendrocalamus
membranaceus (Poaceae: Bambusoideae) en Yunnan, China, con 10 primers, generaron 155
bandas de las cuales 153 fueron polimérficas (98,71%); Chaudhary et al. (2015) que al evaluar
la variabilidad genética de variedades cultivadas de bambi en la Region Gujarat (India),
usando siete primers, encontraron entre 60 y 100 % de bandas polimorficas, con un promedio
de 71,98%; Dos Santos et al. (2016) que al estudiar la diversidad genética de Mimosa
caesalpiniaefolia Benth, con siete primers seleccionados, generaron un total de 78 loci, con
un promedio de 11 loci por primer, de los cuales 52.7% fueron polimorficos; Lalhruaitluanga
& Prasad (2009) en Melocanna baccifera, donde encuentran que las bandas polimérficas
representaron el 84,1 % de diecisiete primers ISSR, produciendo un promedio de 7,05 loci
por primer y; Culley & Wolfe (2001), en Viola pubescens una planta cleistogdmica, reportaron

entre 71 y 100 % de loci polimorficos utilizando tres primers seleccionados al azar.

El indice informativo ISSR (5,176, con rango de 2,864 a 13,614), donde el PIC promedio
varia de 0,1915 a 0,3475, también es concordante con los resultados obtenidos en estudios de
la diversidad genética (Dos Santos et al., 2016), demostrando que los primers seleccionados

son moderadamente informativos.

La propiedad de producir alto polimorfismo mediante los marcadores moleculares ISSR son
atribuidas al hecho de que estos son hipervariables, y presentan de tres a cuatro veces mas

variabilidad comparado por ejemplo con la técnica RAPDs que también es altamente
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polimérfica (Davila et al., 2007) y al hecho de que la tasa de cambio evolutivo dentro de los
microsatelites es considerablemente mas alta que la mayoria de los otros tipos de ADN, por
lo que la probabilidad de polimorfismo es mayor (Pradeep et al., 2002).

Los buenos indicadores descriptivos de los marcadores moleculares ISSR (Porcentaje de loci
polimérfico, PIC promedio e indice informativo ISSR), hallados en el presente estudio y
comparativamente presentados, confirman el alto valor discriminante de los marcadores
moleculares ISSR (Davila et al., 2007 y Pradeep et al., 2002), por ello, esta caracteristica se
afiadira a estudios de las especies G. weberbaueri y G. sarcocarpa, recomendando su

aplicacion.

1.2.  AGRUPAMIENTO UPGMA

Se generaron dos fenogramas para los 96 genotipos de bambu de dos especies (48 de G.
weberbaueri y 48 de G. sarcocarpa) en base a 95 loci y los coeficientes de similitud Jaccard
y Dice (Anexos 5 y 6). Al comparar ambos fenogramas, se eligidé el generado con el
coeficiente Jaccard (Anexo 5), debido al mayor coeficiente de correlacion cofenética
(0.98415 frente a 0.97907 correspondiente al coeficiente Dice), en este se identificaron 21
genotipos duplicados, los que fueron excluidos del andlisis subsiguiente, quedando 75
genotipos, con los que se generd un nuevo fenograma en base a 95 loci en el que se distinguen
dos clusters que corresponden a: (1) G. weberbaueri y (2) G. sarcocarpa (Figura 19). Al
interior de G. weberbaueri se puede establecer 4 clusters: (1.1) formado por 8 individuos de
Bella Vista, (1.2) formado por 8 individuos de Satipo 2, (1.3) formado por 4 individuos de
Cacazl y 4 de Génova y (1.4) formado por 10 individuos de Satipo 1. Guadua sarcocarpa
presentd dos grupos diferenciados: (2.1) formado por 31 individuos de Sepahua 1 y (2.2)
formado por 10 individuos de Sepahua 2. El coeficiente de correlacion cofenética r = 0.98415
de este ultimo fenograma, indica una alta asociacion de la matriz de similitud y la matriz
cofenética (Rohlf, 2000).
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Se observa que el agrupamiento obtenido esta de acuerdo a la clasificacién taxondémica de
estas dos especies de bambu G. weberbaueri y G. sarcocarpa como taxones diferentes
(Londofio & Peterson, 1991; Londofio & Zutita, 2008 y Olivier & Poncy, 2009).

El resultado aislado de la caracterizacion molecular mediante ISSR proporcionaria soporte a
lo establecido por Londofio & Peterson (1991), respecto a que la especie G. sarcocarpa, se
divide en dos subespecies: G. sarcocarpa subsp. sarcocarpa y G. sarcocarpa subsp.
purpuracea. Sin embargo, si analizamos las caracteristicas vegetativas de los individuos
colectados en este estudio y aquellas sefialadas por estos autores, estas no coinciden, en ambos
casos (cluster 2.1 y cluster 2.2) las caracteristicas morfoldgicas responden a G. sarcocarpa
subsp. sarcocarpa, no encontrdndose individuos con las caracteristicas vegetativas de G.
sarcocarpa subsp. purpuracea en el cluster 2. Por ello se recomienda mayor estudio.

Con respecto a G. weberbaueri se postularian hasta cuatro posibles taxones, no habiendo
registros actuales de subespecies para G. weberbaueri. En las caracteristicas vegetativas
observadas en campo se evidenciaron variaciones en tamafio de hoja, distancia entre nudos y
color del culmo de los individuos en los diferentes sitios de coleccion, evidenciando la
variabilidad de esta especie de Guadua en cada lugar de colecta. Olivier & Poncy (2009) en

su estudio reconocen también las diferencias en cuanto a longitudes en diferentes ejemplares.

Olivier & Poncy (2009) de acuerdo a observaciones morfologicas en campo concluyeron que
las diferencias “claves” del color y tamafio de pseudospikelets y caryopsis dadas por Londofio
& Peterson (1991) para diferenciar G. sarcocarpa subsp. sarcocarpa de G. sarcocarpa subsp.
purpuracea no son fiables, debido a que el color cambia de acuerdo a la estacién del afio y el
tamafio de acuerdo a la madurez. Ademas, sefialan que no pudieron observar ninguna clara
diferencia entre Guadua weberbaueriy G. sarcocarpa subsp. purpuracea, por lo que deberian
ser tratados como sindnimos, no existiendo esta subespecie “purpuracea”; este estudio
concuerda con lo encontrado por ellos debido a que se encontraron diferencias moleculares
significativas para separar Guadua weberbaueri (1) y G. sarcocarpa (2) en clusters distintos
y asi mismo, todos los ejemplares con caracteristicas vegetativas de G. weberbaueri

estuvieron presentes en el mismo cluster (1).

Olivier & Poncy (2009) postulan dos especies distintas (y no subespecies) que crecen en
ecologias vecinas y por tanto aisladas reproductivamente, ellos plantean una asociacion de la

especie G. weberbaueri con suelos mal drenados y la otra, G. sarcocarpa con sustratos bien
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drenados, el estudio realizado concuerda con la interpretacion dada por Olivier & Poncy en la
que dicen que G. sarcocarpa subsp. purpuracea debe ser tratada como sindnimo de G.
weberbaueri. Esta hipotesis de asociacion podria estudiarse més a fondo posteriormente,

considerando datos ecologicos de los sitios y el agrupamiento obtenido en el presente estudio.

En varias investigaciones de diversidad y diferenciacion genética en plantas utilizando
marcadores bioquimicos y moleculares se encontraron coherencia entre los grupos producidos
y la clasificacion taxondémica (Zhao et al., 2015; Konzen et al., 2017; Barkley et al., 2005),

los cuales corroboran los resultados obtenidos en el presente estudio.

1.3. ORDENAMIENTO

Las coordenadas principales muestran tres agrupaciones principales distantes entre si, el grupo
(1) conformado por G. weberbaueri con individuos de Bella Vista, Cacazu, Genova, Satipo 1
y Satipo 2; el grupo (2) por G. sarcocarpa con individuos de Sepahua 2 y el grupo (3) por G.

sarcocarpa con individuos de Sepahua 1 (Figura 20).

Al realizar el escalamiento multidimensional no métrico (Figura 21) se encontrd la misma
tendencia de agrupamiento expuesto con las técnicas UPGMA y Principal Coordinates
Analysis (Figuras 19 y 20), se puede apreciar que los individuos de G. weberbaueri (Bella
Vista, Cacazl, Génova, Satipo 1y Satipo 2) se separan claramente respecto de los individuos
de G. sarcocarpa (Sepahua 1 y Sepahua 2) en el plano bidimensional, al interior de cada
taxon, los individuos se agrupan més cercanamente respecto a la escala del eje | (Figura 21A).
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Figura20:  Coordenadas principales con individuos de dos especies de bambu. G.
weberbaueri (1) y G. sarcocarpa (2 y 3)

Cuando se amplia la escala de los ejes | y 1l se aprecia claramente las diferencias dentro de
cada agrupacion (Figuras 21B y 21C). Al interior del grupo (1) de G. weberbaueri se pueden
postular cuatro taxones, similares al obtenido mediante el procedimiento UPGMA (Figura
19), los taxones (1.1) formado por 8 individuos de Bella Vista; (1.2) formado por 8 individuos
de Satipo 2; (1.3) formado por 4 individuos de Cacazu y 4 de Génova y (1.4) formado por 10
individuos de Satipo 1 (Figura 21B). El grupo (2) de Guadua sarcocarpa presenta dos grupos
diferenciados, (2.1) formado por 31 individuos de Sepahua 1 y (2.2) formado por 10
individuos de Sepahua 2 (Figura 21C). El valor de Final Stress2 = 0,00065 para este
procedimiento (nmMDS) indica una bondad de ajuste “perfecto” del ordenamiento de datos
(Rohlf, 2000).
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Los andlisis de agrupamiento de 75 individuos de bambu mediante las técnicas UPGMA,
PCoA y nmMDS tuvieron patrones coincidentes y fueron complementarios, permitiendo
establecer que el conjunto de individuos se agrupan en dos especies biologicas diferentes
que son G. weberbaueri (34 individuos) y G. sarcocarpa (41 individuos) (Londofio &
Peterson, 1991; Londofio & Zurita, 2008 y Olivier & Poncy, 2009), al interior de la primera
especie se tienen cuatro taxones y al interior de la segunda especie se tienen dos taxones.

2. VARIABILIDAD GENETICA

2.1.  POLIMORFISMO EN GRUPOS DE Guadua spp.
Los indices descriptivos de polimorfismo para los grupos de Guadua spp., considerando la

poblacion total, cada especie y subpoblaciones (lugares), se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Cantidad de loci polimérficos y porcentaje correspondiente para cada
especie y poblaciones analizadas, en base a un total de 112 loci

Grupo Tamarfio de la muestra Numero loci Porcentaje loci
polimérficos polimérficos
Bella Vista 10 16 14,29
Cacazu 6 9 8,04
Génova 6 8 7,14
Satipo 1 13 16 14,29
Satipo 2 13 7 6,25
Sepahua 1 33 44 39,29
Sepahua 2 15 16 14,29
Guadua weberbaueri 48 53 47,32
Guadua sarcocarpa 48 57 50,89
Poblacién 96 95 84,82

En el presente estudio el porcentaje de polimorfismo estéa asociado al tamafio de muestra (r de
Pearson = 0,941), entre especies se observa parecido porcentaje de polimorfismo de G.
weberbaueri (47,53 %) y G. sarcocarpa (50,89 %), al interior de cada especie se tienen
diferentes comportamientos de los valores de porcentaje polimorfico, por ejemplo el caso de
Satipo 1 y Satipo 2 se tienen muestras de tamafio 13 en ambos casos y sus porcentajes de
polimorfismo fueron de 14,29 y 6,25 % respectivamente y en el caso de Cacazl y Génova el
tamafio de muestra fue de 6 en ambos casos y sus porcentajes polimorficos fueron 8,04y 7,14
% respectivamente (Tabla 11). Davila et al (2007) con marcadores moleculares ISSR
encontraron 85,3 % de loci polimorficos con Agave angustifolia, 36,0 % con Agave cocui y
2,7 % con Agave tequilana, valores notoriamente contrastantes. Las causas de variacion de
polimorfismo tienen origen genético y esta asociado al tamafio de muestra, lo que explica las

diferencias de este indicador.
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2.2.  DIVERSIDAD GENETICA

Tabla 12: indices de informacion Shannon y diversidad génica de Nei para cada
poblacion y subpoblacion analizadas

Grupo Tamafio de indice de Desviacion Diversidad Desviacién
lamuestra  informacién estandar génica de Nei estandar
Shannon
Bella Vista 10 0,0837 0,2022 0,0556 0,1396
Cacazu 6 0,0471 0,1510 0,0306 0,1003
Génova 6 0,0471 0,1607 0,0318 0,1110
Satipo 1 13 0,0829 0,1984 0,0546 0,1351
Satipo 2 13 0,0431 0,1574 0,0296 0,1097
Sepahua 1 33 0,2111 0,2599 0,1366 0,1782
Sepahua 2 15 0,0762 0,1831 0,0488 0,1220
Guadua weberbaueri 48 0,2647 0,2710 0,1728 0,1871
Guadua sarcocarpa 48 0,3876 0,6375 0,2278 0,4454
Total 96 0,5223 0,1835 0,3519 0,1492

Segun el estudio de Chai et al. (2017) con marcadores codominantes (como los ISSR) en Vicia
sativa L. se encontrd que una muestra de diez ejemplares puede representar efectivamente la
diversidad genética de una poblacién. Sin embargo, faltan estudios para especies de bambd,

por lo cual se recomienda realizar futuros estudios al respecto.

La diversidad genética mediante el indice de informacion de Shannon y diversidad génica de
Nei en el caso de las poblaciones oscilaron entre 0,0431 (Shannon) y 0,0296 (Nei) con Satipo
20,2111 (Shannon) y 0,1366 (Nei) con Sepahua 1. Si se observa la diversidad entre especies
esta se incrementa con valores de 0,2647 (Shannon) y 0,1728 (Nei) con G. weberbaueri a
0,3876 (Shannon) y 0,2278 (Nei) con G. sarcocarpa. A nivel de la poblacién total los valores
son mayores, 0,5223 (Shannon) y 0,3519 (Nei) (Tabla 12). Estos indicadores también guardan
una relacion positiva con el tamafo de la muestra (r de Pearson = 0,941 para Shannon y r de
Pearson = 0,940 para Nei).

El indice de Shannon (I), se usa en ecologia u otras ciencias similares para medir la
biodiversidad especifica. Este indice se expresa con un nimero positivo, los valores menores

significan menor diversidad.

La diversidad genética de Nei (He), es la probabilidad de que cualquier par de alelos (en un

unico locus) escogidos al azar de la poblacion sean diferentes entre si (De Vicente et al., 2004),
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por ello, mientras mayor sea He la diversidad genética sera mayor, esta diversidad genética
disminuye cuando hay “cuellos de botella” lo cual resulta en problemas de sobrevivencia y
reproduccion, debido a que mientras haya mayor diversidad genética, la especie tiene mayores
probabilidades de sobrevivencia. Segun Chai et al. (2017) la He aumenta conforme se analizan
mayor cantidad de individuos en una poblacion, hasta estabilizarse, y esto seria a los diez
ejemplares analizados. Se puede notar que los individuos de Cacazli y Genova presentan
mayor diversidad genética que los individuos de Satipo2, pese a ser estos una muestra menor,

convirtiendo asi a Satipo2 en la localidad con menor diversidad genética.

Lo que se observa en la tabla 12 es que a nivel de poblaciones la diversidad genética medida
con el indice de informacién de Shannon y diversidad génica de Nei poseen valores menores
en comparacion con los valores de estos indicadores a nivel de especies Yy total, es decir, estas

poblaciones son mas homogeneas y esto supone la formacién de linajes (Eguiarte et al., 2007)

Los valores obtenidos en el estudio presente son congruentes con los valores encontrados
en otras poaceas, por ejemplo, Yang et al (2012) al evaluar la variabilidad genética dentro
de las 12 poblaciones de Dendrocalamus membranaceus en Yunnan (China) encontraron una
He (diversidad genética de Nei) entre 0,146 y 0,186 y un indice de diversidad de Shannon
entre 0,216 y 0,279, asi mismo Rugeles-Silva et al., (2012) utilizando marcadores ISSR en la

caracterizacion de Guadua angustifolia Kunth. obtuvieron un valor de He = 0,31.

2.3. DIFERENCIACION GENETICA

Se obtuvieron los coeficientes de diferenciacion genética respecto a todos los loci (Gst) para
los siguientes grupos: (1) dentro de la poblacion total (Gst = 0,8266), (2) dentro de G.
weberbaueri (Gst = 0,7586) y (3) dentro de G. sarcocarpa (Gst = 0,4870). Considerando que
este coeficiente varia de 0 a 1 y que un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son
idénticas en las poblaciones estudiadas, y que un valor de 1 representa frecuencias alélicas
fijadas y, por lo tanto, completamente distintas entre las poblaciones analizadas dentro de cada
grupo (Neff & Fraser, 2010), estos valores indican que se tiene una fuerte diferenciacion
genética dentro de cada grupo (Hartl & Clark, 1997).
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Tabla 13: Matriz de coeficientes de diferenciacion genética (Fst) (en cursiva) y p-
valor (debajo) entre pares de poblaciones de bambu (lugares)

Bella Vista Cacazl Génova Satipo 1 Satipo 2 Sepahual Sepahua 2
Bella Vista 0,0000
Cacazl 0,6450 0,0000
0,0000
Génova 0,7297 0,3563 0,0000
0,0000 0,0000
Satipo 1 0,7080 0,7219 0,7414 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000
Satipo 2 0,7553 0,8404 0,8590 0,7988 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Sepahual |0,7546 0,7632 0,7720 0,7838 0,7730 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Sepahua2 |0,8919 0,8989 0,9073 0,8904 0,9063 0,5617 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Los valores de diferenciacion genética (Fst) entre pares de poblaciones varian de 0,3563
(Cacazl vs Génova) a 0,9073 (Génova vs Sepahua 2) y en todos los 21 pares estos coeficientes
fueron altamente significativos (p-valor < 0,01) (Tabla 13). De acuerdo a Hartl & Clark
(1997), los valores de diferenciacion genética superiores a 0,25 se consideran poblaciones
fuertemente diferenciadas genéticamente, por lo que en general los resultados del presente
estudio respecto al coeficiente de diferenciacion genética son suficientes para definir que las

siete poblaciones forman grupos marcadamente distintos, unos pares mas que otros pares.

Tabla 14: Matriz de identidad genética (sobre la diagonal) y distancia genética
normalizada (debajo de la diagonal) de Nei

Bella Vista  Cacazl Génova Satipo 1 Satipo 2 Sepahual Sepahua 2

Bella Vista 0,8765 0,8395 0,8288 0,8634 0,5559 0,4911
Cacazu 0,1318 0,9643 0,8297 0,7874 0,5113 0,4629
Génova 0,1749 0,0364 0,8221 0,7726 0,4996 0,4330
Satipo 1 0,1878 0,1867 0,1959 0,7912 0,4963 0,4802
Satipo 2 0,1469 0,2390 0,2580 0,2342 0,5382 0,5191
Sepahual |0,5872 0,6708 0,6940 0,7007 0,6194 0,8091
Sepahua2 |0,7111 0,7703 0,8370 0,7335 0,6557 0,2118

Los mayores valores de identidad genética corresponden a pares de poblaciones mas
parecidos y menores valores a pares de poblaciones divergentes, estos valores pueden variar
entre cero (para poblaciones completamente distintas) hasta uno (si son genéeticamente

idénticas) (Nei, 1972), asi los resultados indican que los mayores valores corresponden a los
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pares dentro de G. weberbaueri (Bella Vista, Cacazu, Génova, Satipo 1 y Satipo 2) o dentro
de G. sarcocarpa (Sepahua 1 y Sepahua 2), los mismos que estan méas relacionados Yy los
menores valores corresponden a pares de distintas especies [Sepahua 1 vs (Bella Vista,
Cacazl, Génova, Satipo 1y Satipo 2)] o [Sepahua 2 vs (Bella Vista, Cacazu, Génova, Satipo
1y Satipo 2)], por tanto menos relacionadas. EI mismo patron se tiene cuando se observan los
resultados de la distancia genética, pero en este caso los menores valores corresponden a pares
de poblaciones més parecidas y mayores valores a pares de poblaciones divergentes. Esta
medida toma valores que oscilan entre cero y el infinito (Nei, 1972), esta relacion inversa se
debe a que la distancia genética (D) es una funcion de la identidad genética (I), puesto que D
=-Ln I (Nei, 1972). En general los resultados proporcionan mayor consistencia a la separacion
de los 75 individuos analizados en dos especies y taxones dentro de cada especie.

Los resultados de las medidas de identidad genética y distancia genética de Nei en el estudio
de las relaciones genéticas y la variabilidad en Guadua en el presente estudio y otros,
estuvieron de acuerdo a su clasificacion taxonémica y permitieron establecer algunas
relaciones. Davila et al (2007) usaron marcadores moleculares ISSR en Agave, encontraron
que las mediciones originales de identidades genéticas de Nei (1972) fueron 0,4518 (A. cocui
vs A. tequilana), 0,6829 (A. angustifolia vs A. tequilana) y 0,7102 (A. angustifolia vs A. cocui);
mientras que las distancias genéticas fueron 0,3422 (A. angustifolia vs A. cocui), 0,3815 (A.
angustifolia vs A. tequilana) y 0,7944 (A. tequilana vs A. cocui), concluyen que existe una
relacién mas estrecha entre A. angustifolia y A. cocui que entre estas dos y A. tequilana,
apoyan la proposicion de que esta Gltima especie ha sufrido un proceso de derivacion genética
producto del cultivo extensivo al cual esta sometida. Chaudhary et al (2015) al evaluar la
variabilidad genética de variedades cultivadas de bambu en la region Gujarat (India), usando
marcadores ISSR, encontraron distancias genéticas (Nei, 1972) entre seis variedades de
bambu, estas variaron entre 0,2032 y 0,6592. Detectaron una gran diversidad genética y una

menor diferenciacion genética entre las diferentes variedades de bamba utilizadas.

El tipo de reproduccion mayormente asexual del bambu no estaria asociada a su diversidad
genética (Eguiarte et al., 2007). Hamrick y Godt (1989) obtuvieron estimadores de la
diversidad genética como Hr (heterocigosis, como medida de diversidad genética total en una
especie), Hs (diversidad genética dentro de poblaciones), Gst (diversidad genética entre
poblaciones) y Ps (% loci polimdrficos), mostraron que las especies clonales presentaron

niveles altos de heterocigosis y que la diversidad genética no difiere entre especies que
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presentaron reproduccion sexual (Ps = 51,6; Hr = 0,311; Hs = 0,229 y Gst = 0,225) con
respecto a las que presentaron tanto sexual como clonal (Ps = 43,8; Hr =0.305; Hs = 0,236 y
Gst=0,213)

Tabla 15: Analisis molecular de variancia con tres componentes: especies, poblacion
dentro de especies y dentro de poblaciones

Fuente de variacién Grados Sumade Componentes Porcentaje p-valor
de cuadrados de variancia de variacién
libertad
Entre especies 1 644,609 14,03205 0% 54,04 0,0479 +
- 0,0064
Entre las poblaciones 5 331,328 7,44749 o% 28,68 0,0000 +
dentro de las - 0,0000
especies

Entre los individuos dentro 68 305,236 4,48877 o 17,29 0,0000 +
de las poblaciones - 0,0000

Total 74 1281,173 25,9683

La informacion del AMOVA (Excoffier & Lischer, 2015) revela que existe diferencia
significativa de la variacion genética entre especies (p-valor = 0,0479 + 0,0064), diferencia
altamente significativa de la variacién genética entre las poblaciones dentro de las especies
(p-valor = 0,0000 + 0,0000) y diferencia altamente significativa de la variacion genética entre
los individuos dentro de las poblaciones. Las contribuciones en porcentaje de cada
componente de variacion fueron: 54,04 % entre especies (0%a), 28,68 % entre poblaciones
dentro de especies (¢%) y 17,29 % entre individuos dentro de poblaciones (¢%). El alto valor
de 6% es coherente y representa la diferencia genética de las especies G. sarcocarpa y G.
weberbaueri, seguido de ¢, que representa la diferencia genética entre poblaciones que son
mas parecidas y el menor valor de ¢’ que representa diferencias genéticas entre individuos
que son mas parecidos (Tabla 15). Yang et al (2012) encontraron que una gran proporcion de
la variacion genética (78,95%) reside entre individuos dentro de las poblaciones, mientras que
solo el 21,05% existe entre las poblaciones. Teniendo en cuenta que D. membranaceus es un

monocarpio y tiene una reproduccion sexual muy baja.

El AMOVA incluye el calculo de los estadisticos F promedio para todos los loci, se usan
como una serie de coeficientes de endogamia (Allendorf & Luikart. 2007). Se encontrd
valores de Fct = 0,54035 (grado de diferenciacion génica entre especies), Fsc = 0,62394

(grado de diferenciacion génica entre las poblaciones dentro de especies) y Fst = 0,82714
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(grado de diferenciacion genica entre individuos dentro de poblaciones). Estos resultados
estan de acuerdo a la estructura poblacional propuesta, a nivel de individuos dentro de las
poblaciones, estos son mas consanguineos debido al apareamiento entre parientes (Fst), a
nivel de poblaciones dentro de especies la consanguinidad disminuye (Fsc) y a nivel de
especies la consanguinidad es méas baja (Fct). Los valores altos de Fsr, Fsc y Fcr indican un
alto grado de frecuencias alélicas fijadas y, por lo tanto, hay una estructura poblacional
definida, es decir, todas las poblaciones son genéticamente Unicas (Neff & Fraser, 2010).

Con los datos de la matriz de identidad genética y distancia genética (Tabla 14) se gener6 un

dendograma sin raiz con todas las poblaciones analizadas, el cual se muestra en la Figura 22.

Sepahua 1
Sepahua 2
Satipo 2
Satipo 1
Bella Vista
1 Genova Cacazu

Escala en la parte inferior izquierda
Figura 22: Dendograma sin raiz de las poblaciones estudiadas

La figura 22 revela graficamente la diferenciacidn genética entre las poblaciones de Guadua
spp., se aprecia dos clados divergentes: clado 1 G. weberbaueri que agrupa a individuos
pertenecientes a Bella Vista, (Génova y CacazU), Satipo 1 y Satipo 2 y clado 2 G. sarcocarpa

que agrupa a individuos pertenecientes a Sepahua 1 y Sepahua 2.
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Dentro del clado 1 se tiene cuatro subclados: subclado 1.1 que agrupa a los individuos de
Bella Vista (8 individuos), 1.2 que agrupa a individuos de Satipo 2 (8 individuos), 1.3 que
agrupa a individuos de Cacazu (4) y Génova (4) y 1.4 que agrupa a individuos de Satipo 1
(10), en estos subclados los de Cacazl y Génova son mas proximos. Dentro del clado 2 se
tienen dos subclados: subclado 2.1 que agrupa a individuos de Sepahua 1 (31 individuos) y
subclado 2.2 que agrupa a individuos de Sepahua 2 (10 individuos) estos dos subclados son

considerablemente divergentes.
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2)
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4)

V. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares ISSR permitieron el estudio de la diversidad genética de
las poblaciones de bambu colectadas. Se confirmd el alto valor polimérfico de los
marcadores moleculares ISSR aplicado al estudio de la diversidad genética de Guadua

weberbaueri y Guadua sarcocarpa.

Se identificaron 2 clados de especimenes de bambu que corresponden a especies
diferentes y estan de acuerdo a su clasificacion taxondémica natural. Clado (1) Guadua
weberbaueri, con cuatro subclados (1.1) formado por 8 individuos de Bella Vista;
(1.2) formado por 8 individuos de Satipo 2; (1.3) formado por 4 individuos de Cacazl
y 4 de Génova y (1.4) formado por 10 individuos de Satipo 1. Clado (2) Guadua
sarcocarpa, con dos subclados (2.1) formado por 31 individuos de Sepahua 1y (2.2)

formado por 10 individuos de Sepahua 2.

Se confirma que existe diferencia molecular significativa entre individuos de la misma

especie de diferente procedencia.

Se confirma que, aunque G. sarcocarpa y G. weberbaueri posean reproduccion

asexual por rizomas, pueden encontrarse diferentes individuos en un area pequefia.






VI. RECOMENDACIONES

Ensayar los 6 iniciadores utilizados en la investigacion con otras muestras de Guadua spp.

de diferentes localidades.

Comprobar in situ si es verdad que en un area pequefia existen varios individuos de

Guadua spp. y si sus rizomas se encuentran entrelazados.

Realizar una investigacion futura de un solo individuo, pero diferentes culmos para ver el

grado de mutacidn presente.

Utilizar marcadores codominantes en una futura investigacion para definir genotipos

individuales y poder realizar mapas de ligamiento.
Realizar una investigacion detallada con los marcadores morfol4gicos.

Debido a la importancia de la Guadua angustifolia Kunth, se recomienda realizar una
investigacion molecular con Guadua aff. Angustifolia Kunth y Guadua angustifolia Kunth

de diferentes localidades, para comprobar su similitud.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1

MATRIZ DE DATOS BINARIOS (PRESENCIA: 1 O AUSENCIA: 0) DE 95 LOCI
(CARACTERES) PARA 75 FENOTIPQOS (OTUS)
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1

0 0 0 O
0 0 O
0 1 O

0 1
1
1
0O 0 0 0 O

0
0

1
1
1
1

1
1
1
1

0 O

1

1
1
1
1

2P130
2P131
2P132
2P133

1
1
0

0
0
0
0

1
1

0 0 0 0 0 O
0O 0 0 0 0 O
0O 0 0 0 0 O

1
1
1

2P134
2P135
2P136
2P137
2P138

0

1 0 0 1
1 0 0 0 O
1 0 0 0 1

1
1

1
0
0
0

0 O

1

0 0 1

0

1
1
1
1

0 0 0 O

1
1

0
0

1
1
1

0 0 O

1
1

0 0 1
0 0 1
0 0 0 1

1
0

1
1

0 O

1
1

0
0

0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

0 O
0 O
0 O
0 O

2P139
2P140
2P141
2P142
2P143
2P144
2P145
2P146
2P147

1
1
1

1
1
1

0O 0 0 0 O

1
1

0 0 0 1

1
1
1
1
1

1
1
0
1
1

0 0 0 0 0 O
0 0 0 0 0 O

0 O
0 O

1
1
1
1
1
1

0 0 0 O
0 0 0 O

0 0 0 1

1

1

0 O

1 0
0 o
0 o
0 O

0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

0O 0 0 O
0O 0 0 O
0 0 0 0 0 O

1
1

0
0

1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1

0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

1

1

0 0 1

1
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Continuacion de la tabla...

90-€Td
¥0-€1d
€0-€Td
TO-€Td
0¢-60d
6T-60d
8T-60d
LT-60d
9T1-60d
ST-60d
¥T1-60d
€T1-60d
¢1-60d
TT-60d
0T-60d
60-60d
80-60d
,0-60d
90-60d
G0-60d
¥0-60d
€0-60d
¢0-60d
T0-60d

Nnito

1
1

0 O
0 O

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0 O
0 O
0 O

1
1
1

0O 0 0 0 O

2P148
2P149
2P150
2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P270
2P271
2P272
2P273
2P274
2P275
2P276
2P277
2P278
2P279
2P280
2P281
2P282
2P283

1

1
1
1

1
1

0
0
0

1
1
1

0O 0 0 0 0 O

1
1

1
1

0 0 0 O
0 0 0 O
0 O
0 O
0 o
0 O
0 O
0 O
0 o
0 o

1
1

0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 O

1

1
1
1
1
1
1
1
1

1 0 O
0 O
0 O

0 0 O

1
1

0O 0 01 O
0 0 0 1 0
0O 0 01 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0O 0 0 0 0 O
0O 0 0 0 0 O
0O 0 0 0 0 O

0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

0

1
1

1 0 0 1
1 0 0 1

1

0 0 01 0

ve-vid
€¢-v1d
0¢-v1d
6T-v1d
8T-v1d
LT-v1d
9T-v1d
ST-v1d
v1-v1d
€T-v1d
¢l-v1d
TT-v1d
0T-v1d
60-v1d
80-¥1d
L0-v1d
90-vTd
S0-vTd
¥0-¥1d
€0-v1d
TT-€1d
60-€Td
80-€Td
L0-€Td

N1O|

1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0
0

0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1BVvO1
1BV02
1BVO3
1BVv04
1BVO0S5
1BVO06
1BVO7
1BVv08
1BVO09
1BV10
1CAl11

1

0
0

1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1

0
0
0

0
0

0 O

1

1
1

0
0

0 O

0
0

1 0 0 0 1
0 0 0 1

1

0
0

1

0

1 0 0 1

1

1CA12
1CA13
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Continuacion de la tabla...

vZ-v1id
€¢-¥1d
0¢-¥1d
6T-¥1d
8T-¥1d
LT-v1d
9T-v1d
ST-¥1d
vI-v1d
€T-¥1d
¢l-v1id
TT-¥1d
0T-v1d
60-v1d
80-v1d
L0-v1d
90-v1d
S0-v1d
¥0-v1d
€0-v1d
TT-€1d
60-€Td
80-€Td
L0-€1d

N1O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1CAl14
1CA15
1CA16
1GE17
1GE18
1GE19
1GE20
1GE21
1GE22
1S156
1S157
1S158
1S159
1S160
1S161
1S162
1S163
1S164
1S165
15166
18167
1S168
15284
15285
15286
15287
15288
15289
15290
18291
15292
15293
15294
1S295
15296
2P129
2P130
2P131
2P132
2P133
2P134
2P135
2P136
2P137

1
1

1 0 O
0 O

1

1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1

0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1

1 0 O
0 O

1

1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1 0 0 1

1

0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O

1 0 0 1

1

0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1 0 O

1

0
0

0 O

1

1

0
0

0 O

1

1

0
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

0 0 1

1

0 0 1

1

0 0 1

1
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Continuacion de la tabla...

vZ-v1id
€¢-¥1d
0¢-¥1d
6T-¥1d
8T-¥1d
LT-v1d
9T-v1d
ST-¥1d
vI-v1d
€T-¥1d
¢l-v1id
TT-¥1d
0T-v1d
60-v1d
80-v1d
L0-v1d
90-v1d
S0-v1d
¥0-v1d
€0-v1d
TT-€1d
60-€Td
80-€Td
L0-€1d

N1O

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1 0 0 O

2P138
2P139
2P140
2P141
2P142
2P143
2P144
2P145
2P146
2P147
2P148
2P149
2P150
2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P270
2P271
2P272
2P273
2P274
2P275
2P276
2P277
2P278
2P279
2P280
2P281
2P282
2P283

0 0 0 O
0 0 O

1

1

0O 0 0 O
0O 0 0 O
0O 0 O
0O 0 O

1

1
1

0 0 0 O
0 0 0 O

1

0 0 O

1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1

1

0 0 O
0 O

1

1

0 0 O

1
1

0 0 1
0 0 O
0 O

1

1

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0
0 O
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

0

0 O
0
0

0 0 O
0O 0 O
0 0 O
0 0 O
0O 0 O
0 0 O
0 0 O
0O 0 O
0 0 O
0O 0 O
0O 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

0
0

0 O
0
0

0
0

0 O
0
0

0
0

0 O
0
0

0
0

¥0-STd
€0-9T1d
¢0-STd
TO-STd
Ly-v1d
or-v1d
Sv-v1d
vv-v1d
Ev-vid
cr-vid
Tv-v1id
ov-v1d
6E-v1d
8E-v1d
LE-VTd
SE-vTd
ve-v1d
€e-v1d
TE-v1d
6¢v1d
8¢-v1d
LCv1d
9¢-v1d
Sc-v1d

Nnio

1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1

0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O

1
1
1
1
1
1

0 0 O
0O 0 O
0 0 O
0 0 O
0O 0 O
0 0 O

0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1

1BVvO1
1BV02
1BVO03
1BVvV04
1BVO5
1BV06

0 0 1

0

0 0 O
0 0 O

1
1

0 0 1

0

0 0 O

1
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Continuacion de la tabla...

¥0-STd
€0-9Td
¢0-S1d
T0-STd
Lyv1d
Iv-¥1d
Sv-v1d
vy-v1d
Ev-¥1d
cr-vid
Tv-¥1d
ov-vid
6E-¥1d
8E-v1d
LEV1d
SE-v1d
ve-v1d
€e-v1d
Te-¥1d
6¢-v1d
8¢-v1d
L¢v1ld
9¢-¥1d
G¢-v1d

N1O

0O 0 O
0 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1

0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1

0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O

1
1
1
1

0 0 O
0O 0 O
0 0 O
0 0 O

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1BVO7
1BVO08
1BV09
1BV10
1CA11
1CA12
1CA13
1CA14
1CA15
1CA16
1GE17
1GE18
1GE19
1GE20
1GE21
1GE22
1S156
1S157
1S158
15159
1S160
1S161
158162
1S163
1S164
15165
1S166
1S167
15168
15284
15285
15286
15287
15288
15289
1S290
1S291
15292
1S293
1S294
158295
1S296

1

0 O 0

0

1
1

1

0 O 0

1

0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O

1
1
1

0
0
0

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1

1 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O

0

1
1
1

1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O

0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O

0
0

0 0 0 0 0 O

1

1
1

0 O
0 O

1
1

0
0

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1

0 O
0 O

1
1

0
0

1
1

0 O
0 O

1
1

0
0

1
1

0 0
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

1
1

0 O
0 O

1
1

1
1

0 O
0 O

1
1

0 0 O
0 O

1

1

0 0 O
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Continuacion de la tabla...

¥0-STd
€0-9Td
¢0-STd
T0-STd
Ly-v1d
Iv-¥1d
Sv-v1d
vy-¥1d
Er-v1d
cr-vid
Tv-¥1d
Oov-¥1d
6E-¥1d
8E-v1d
LE-VTd
SE-v1d
ve-vid
€e-v1d
TE-v1d
6¢-v1d
8¢-¥1d
L¢v1ld
9¢-v1d
Gc-vid

N1O

1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1

1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

2P123 O

2P124 0

2P125 O

2P126 O

2P127 O

1

2P128 0

2P129 O

2P130 O

0 0 1
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1

2P131 O

2P132 O

1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1

2P133 O

2P134 O

1

2P135 O

2P136 O

2P137 O

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

2P138 O

1 1 0 0 O
0 O

1

1
1

1

2P139 O

1

0 0 O
0 O
0 O
0 O

2P140 O

1
1
1

2P141 O

2P142 0

2P143 O

0 0 O
0 O

2P144 0

1
1

0 O
0 O

1
1

1
1

1

2P145 O

0 0 O
0 0 O
0 0 O

2P146 O

2P147 O

1 0 0 1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

2P148 0

1

1

2P149 0

1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1

0 0 0 1

1

2P150 O

0 O

2P151 O

0 0 0 1

1

2P152 0

0 O

2P153 0

1

0 0 O

2P154 0

1

2P155 0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

2P269 1

2P270 1

2P271 1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

2P272 1

2P273 1

2P274 1

2P275 1

2P276 1

2P277 1

2P278 1

2P279 1

2P280 1
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¥0-STd
€0-9Td
¢0-STd
T0-STd
Ly-v1d
ov-v1d
Sv-v1d
Yv-v1d
Ev-v1d
cr-vid
Tr-v1d
ov-v1d
6E-vT1d
8¢-v1d
LEVTd
SE-vTd
ve-v1id
€e-vid
Te-v1d
6¢-v1d
8¢-v1d
LCv1d
9¢-v1d
S¢-v1d

Nnito

0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O

1
1
1

1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1

0 O
0 O
0 O

2P281 1

2pP282 1

2P283 1

TT1-8Td
0T-8Td
60-8Td
80-8Td
10-8Td
90-8Td
S0-8Td
¥0-8Td
€0-8Td
T0-8Td
TT-9Td
0T-9Td
60-9Td
80-9Td
L0-9Td
90-9Td
¢0-9Td
T0-9Td
0T-STd
60-STd
L0-STd
90-STd
S0-STd

Nnito

0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

1
1

0O 0 0 0O 0O OO O
0O 0 0 0O 0O OO O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

1BVO1
1BV02
1BVO3
1BV04
1BVO5
1BV06
1BVO7
1BV08
1BV09
1BV10

0 0 1

1

0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 0
0 O
0 O
0 0
0 O
0 O
0 0
0 O
0 0
0 O
0 O
0 0
0

1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1

1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1

0
0

1

1
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O

0 0 O
0 0 O
1
1

1CA11
1CA12
1CA13
1CA14
1CA15
1CAl6
1GE17
1GE18
1GE19
1GE20
1GE21
1GE22
1S156
1S157
15158
1S159
1S160
15161
1S162
1S163
1S164
1S165
1S166
18167
1S168
1S284
15285
15286
15287

0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O

1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0

1
1

1 0 O
1 0 O

0 0
0 0
0

0 0 0 O
0 0 0 O

0

0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O
0 0 0 0 O
0 0 0 O

0 0 0 O

0 0 0 O

0 0 0 O

1
1

1 0 O
1 0 O

0 0
0 0
0

0

0 0 O
0 0 O

0 0
0 0
0

1
1

1 0 O
1 0 O

1 0 0 O
1 0 0 O

1
1

0 0
0 O
0

1
1

1 0 O
1 0 O

1 0 0 O
1 0 0 O

1
1

0 O
0 O
0

1
1

1 0 O
1 0 O

1 0 0 O
1 0 0 O

1
1

0 O
0 O
0

1
1

0 0 1

1

1 0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1

0 O
0 O

1
1

0 O

1
1

0
0 O
0 O

1

0 0 O

1
1

1

0 0 O

1

0 0 0 O
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Continuacion de la tabla...

TT1-8Td
0T-8Td
60-8Td
80-8Td
10-8Td
90-8Td
S0-8Td
¥0-8Td
€0-8Td
T0-8Td
TT-9Td
0T-9Td
60-9Td
80-9Td
L0-9Td
90-9Td
¢0-9Td
T0-9Td
0T-STd
60-STd
L0-STd
90-STd
S0-STd

Nnito

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1

0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O

0

15288
15289
15290
15291
15292
15293
1S294
15295
1S296
2P123
2P124
2P125
2P126
2P127
2P128
2P129
2P130
2P131
2P132
2P133
2P134
2P135
2P136
2P137
2P138
2P139
2P140
2P141
2P142
2P143
2P144
2P145
2P146
2P147
2P148
2P149
2P150
2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P270
2P271

0
0 O
0 O

1
1

0
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1

1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O

1

0 0 0 O

0
0

0
0

0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O

1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0 0 O
0 0 O
0 0 O

0 0 1

1

0 0 0 O
0O 0 0 O
0

0
0

0 0 1

1

0
0
0

0 0 1

1

0 0 0 O
0 0 0 O
0O 0 0 O

1

0 0 1

1

0 0 1

1

0 0 0 O
0O 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O
0O 0 0 O

1

1
1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
1

0 0 1

1

0 0 1

1

0 0 1

1

0 0 0 O
0O 0 0 O
0

0
0

0 0 1

1

0
0
0

0 0 1

1
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Continuacion de la tabla...

TT1-8Td
0T-8Td
60-8Td
80-8Td
10-8Td
90-8Td
S0-8Td
¥0-8Td
€0-8Td
T0-8Td
TT-9Td
0T-9Td
60-9Td
80-9Td
L0-9Td
90-9Td
¢0-9Td
T0-9Td
0T-STd
60-STd
L0-STd
90-STd
S0-STd

Nnito

1
1

0 O
0 O

1
1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

2P272
2P273
2P274
2P275
2P276
2P277
2P278
2P279
2P280
2pP281
2P282
2P283

1
1

0 O
0 O

1
1

1
1

0 O
0 O

1
1

1
1
1
1
1
1

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

1
1
1
1
1
1
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ANEXO 2

VALORES DESCRIPTIVOS CALCULADOS PARA CADA LOCUS. MONO =
LOCUS MONOMORFICO

°

v q x £
g = ? 2 o
—~~ o (8] - ©
g g T 3 S = N = g =
= o ") Q2 Q2 o (] o o o S

© © = = o a8 %} . S
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o @ @ 5] <@ 2
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= T o g 8 °c 5 5
o L

= = e IS O

o

-

Primer-9-1 53 43 96 055 045 033 0.67 0443 5.628
Primer-9-2 15 81 96 0.16 0.84 0.08 0.92 0.150

Primer-9-3 1 95 96 001 099 001 099 0.010 raro  1BVO6
Primer9-4 17 79 96 0.18 0.82 0.09 091 0.168
Primer-9-5 1 9 96 001 099 0.01 099 0.010 raro  2P152

Primer-9-6 64 32 96 0.67 033 042 058 0.488
Primer-9-7 78 18 96 0.81 0.19 057 043 0491
Primer-9-8 12 84 96 0.13 0.88 006 094 o0.121
Primer-9-9 84 12 96 0.88 0.13 065 035 0457
Primer-9-10 20 76 96 021 0.79 0.11 0.89 0.196
Primer-9-11 23 73 96 024 0.76 0.13 0.87 0.223
Primer-9-12 95 1 9% 099 001 090 0.10 o0.183
Primer-9-13 10 86 96 0.10 090 0.05 0.95 0.101
Primer-9-14 87 9 9 091 009 069 031 0425
Primer-9-15 41 55 96 043 057 024 0.76 0.368
Primer-9-16 25 71 96 026 0.74 014 0.86 0.241
Primer-9-17 69 27 96 0.72 0.28 047 053 0.498
Primer-9-18 45 51 96 047 053 027 0.73 0.395
Primer-9-19 60 36 96 0.63 038 039 0.61 0475
Primer-9-20 95 1 9 099 001 090 0.10 0.183

Primer13-1 48 48 96 050 050 0.29 071 0414 2.864

Primer 13-2 96 0O 9 1.00 000 1.00 0.00 0.000 mono
Primer13-3 32 64 96 0.33 0.67 0.18 0.82 0.300

Primer13-4 10 86 96 010 090 0.05 095 0.101

Primer 13-5 96 0O 9 100 000 1.00 0.00 0.000 mono
Primer13-6 82 14 96 085 0.15 062 0.38 0472

Primer13-7 65 31 96 0.68 0.32 043 057 0491

Primer13-8 48 48 96 050 050 029 0.71 0.414
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Continuacion de la tabla...
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Primer 13-9 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 13-10 96 0 96 1.00 0.00 1.00 0.00 0.000 mono
Primer 13-11 27 69 96 0.28 0.72 0.15 0.85 0.258
Primer 13-12 96 96 1.00 0.00 1.00 0.00 0.000 mono
Primer 14-1 96 96 1.00 0.00 1.00 0.00 0.000 13.614 mono
Primer 14-2 96 96 1.00 0.00 1.00 0.00 0.000 mono
Primer 14-3 33 63 96 0.34 0.66 0.19 0.81 0.308
Primer 14-4 48 48 96 0.50 050 0.29 0.71 0.414
Primer 14-5 15 81 96 0.16 0.84 0.08 0.92 0.150
Primer 14-6 45 51 96 0.47 053 0.27 0.73 0.395
Primer 14-7 33 63 96 0.34 0.66 0.19 0.81 0.308
Primer 14-8 81 15 96 0.84 0.16 0.60 0.40 0.478
Primer 14-9 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-10 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-11 36 60 96 0.38 0.63 0.21 0.79 0.331
Primer 14-12 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-13 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-14 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-15 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-16 22 74 96 0.23 0.77 0.12 0.88 0.214
Primer 14-17 15 81 96 0.16 0.84 0.08 0.92 0.150
Primer 14-18 28 68 96 0.29 0.71 0.16 0.84 0.267
Primer 14-19 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-20 48 48 96 0.50 0.50 0.29 0.71 0.414
Primer 14-21 96 96 1.00 0.00 1.00 0.00 0.000 mono
Primer 14-22 96 96 1.00 0.00 1.00 0.00 0.000 mono
Primer 14-23 43 53 96 0.45 0.55 0.26 0.74 0.382
Primer 14-24 28 68 96 0.29 0.71 0.16 0.84 0.267
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Continuacion de la tabla...
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Primer 14-25 63 33 96 066 034 041 059 0,485
Primer 14-26 33 63 96 034 066 019 0,81 0,308
Primer 14-27 68 28 96 071 029 046 054 0,497
Primer14-28 28 68 96 029 0,71 016 084 0,267
Primer14-29 19 77 96 020 080 010 0,90 0,187
Primer14-30 96 O 96 1,00 000 1,00 0,00 0,000 mono
Primer14-31 15 81 96 016 084 008 092 0,150
Primer14-32 9 0 96 1,00 000 1,00 0,00 0,000 mono
Primer 14-33 84 12 96 088 013 065 0,35 0,457
Primer14-34 13 83 96 014 086 007 0,93 0,130
Primer14-35 73 23 96 0,76 024 051 049 0,500
Primer14-36 96 0 96 1,00 0,00 1,00 0,00 0,000 mono
Primer14-37 52 44 96 054 046 032 0,68 0,437
Primer 14-38 52 44 96 054 046 032 0,68 0,437
Primer14-39 12 84 96 013 088 006 094 0,121
Primer 14-40 591 9% 005 09 003 097 0,051
Primer 14-41 83 13 96 086 014 063 0,37 0,465
Primer 14-42 61 35 96 064 036 040 0,60 0,478
Primer 14-43 47 49 96 049 051 029 0,71 0,408
Primer 14-44 26 70 96 027 073 015 0,85 0,249
Primer 14-45 13 83 96 014 086 007 0,93 0,130
Primer 14-46 83 13 96 086 014 063 0,37 0,465
Primer 14-47 48 48 96 050 050 029 0,71 0414
Primer 15-1 89 7 96 093 0,07 0,73 0,27 0,394 2,107
Primer 15-2 16 80 96 017 083 009 091 0,159
Primer 15-3 6 90 9% 006 094 003 097 0,061
Primer 15-4 58 38 96 060 040 037 063 0,467
Primer 15-5 10 86 96 010 09 005 095 0,101
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Continuacion de la tabla...
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Primer 15-6 4 92 96 004 09 002 098 0,041 raro 2P123,2P138,2P147,2P153
Primer15-7 9% 0 96 1,00 0,00 1,00 0,00 0,000 mono
Primer 15-8 22 74 96 0,23 0,77 0,12 0,88 0,214
Primer 15-9 18 78 96 0,19 0,81 0,10 0,90 0,178
Primer15-10 65 31 96 0,68 0,32 0,43 0,57 0,491
Primer15-11 9% 0 9 1,00 0,00 1,00 0,00 0,000 mono
Primer16-1 48 48 96 0,50 0,50 0,29 0,71 0,414 3,021
Primer16-2 48 48 96 0,50 0,50 0,29 0,71 0,414
Primer 16-3 96 96 1,00 0,00 1,00 0,00 0,000 mono
Primer 16-4 96 96 1,00 0,00 1,00 0,00 0,000 mono
Primer 16-5 96 96 1,00 0,00 1,00 0,00 0,000 mono
Primer 16-6 38 58 9% 040 0,60 0,22 0,78 0,346
Primer 16-7 94 2 9% 098 002 086 0,14 0,247
Primer 16-8 69 27 9% 0,72 0,28 0,47 0,53 0,498
Primer 16-9 35 61 96 036 0,64 0,20 0,80 0,323
Primer 16-10 32 64 96 0,33 0,67 0,18 0,82 0,300
Primer16-11 61 35 96 0,64 0,36 0,40 0,60 0,478
Primer18-1 32 64 9 033 067 0,18 082 0,300 3,823
Primer18-2 9 0 96 100 000 1,00 0,00 0,000 mono
Primer 18-3 48 48 96 0,50 0,50 0,29 0,71 0414
Primer18-4 48 48 96 0,50 0,50 0,29 0,71 0,414
Primer 18-5 82 14 9% 085 0,15 0,62 0,38 0,472
Primer18-6 48 48 96 0,50 0,50 0,29 0,71 0,414
Primer 18-7 94 2 9 0,98 0,02 0,86 0,14 0,247
Primer 18-8 37 59 96 039 0,61 0,22 0,78 0,339
Primer18-9 29 67 9 030 0,70 0,16 084 0,275
Primer18-10 67 29 96 070 0,30 045 0,555 0,495
Primer18-11 55 41 9 057 043 035 065 0,453
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ANEXO 3

MATRIZ DE SIMILITUD DE LA COMPARACION UNO A UNO ENTRE LAS 75 OTUS. COEFICIENTE DE ASOCIACION
JACCARD

1Bv01 1BVO3 1BV04 1BV05 1BVO6 1BVO7 1BV08 1BV09 1CAl1l1 1CAl12 1CAl13 1CAl4 1GE17 1GE19 1GE20
1BvO01l 1,0000
1Bv03 0,8333 1,0000
1BV04 0,8333 0,9024 1,0000
1BvO5 10,8571 0,8810 0,9750 1,0000
1BVO6 0,7234 0,8222 0,8222 0,8043 1,0000
1BvO7 0,8333 0,9500 0,9024 0,8810 0,8636 1,0000
1Bv08 0,8095 0,9250 0,8780 0,8571 10,8409 0,9744 1,0000
1BV09 0,7857 0,9487 0,9000 0,8780 0,8605 0,9487 0,9231 1,0000
1CA11 0,6122 0,7021 0,6667 0,6531 0,7143 0,7391 0,7174 0,6957 1,0000
1CA12 0,6250 0,6809 0,6458 0,6327 0,6939 0,7174 0,6957 0,6739 0,9286 1,0000
1CA13 0,5957 0,6889 0,6170 0,6042 0,6667 0,6889 0,6667 0,6818 0,9024 0,9250 1,0000
1CA14 0,6596 0,7556 0,6809 0,6667 0,7292 0,7556 0,7333 0,7500 0,8409 0,8182 0,8780 1,0000
1GE17 0,5600 0,6122 0,5800 0,6000 0,6275 0,6122 0,5918 0,6383 0,8000 0,8182 10,8780 0,7778 1,0000
1GE19 0,5714 0,6250 0,6250 0,6122 0,6735 0,6596 0,6383 0,6522 0,8605 0,8810 0,9000 0,7955 0,8810 1,0000
1GE20 0,5625 0,6170 0,6170 0,6042 0,6667 0,6522 0,6304 0,6444 0,8571 0,8780 0,8974 0,7907 0,8780 0,9487 1,0000
1GE22 0,5102 0,5625 0,5625 0,5510 0,6122 0,5957 0,6087 0,5870 0,7907 0,8095 0,8250 0,7273 0,8095 0,9231 0,9211
1S156 0,5556 0,6346 0,6038 0,5926 0,5893 0,6346 0,6154 0,5962 0,5818 0,5636 0,5660 0,5926 0,5357 0,6038 0,5660
18157 0,4815 0,5882 0,5283 0,5185 0,5455 0,5882 0,6000 0,5800 0,5370 0,5185 0,5490 0,5769 0,5185 0,5577 0,5192
1S158 0,5094 0,6200 0,5577 0,5472 0,5741 0,6200 0,6327 0,6122 0,5660 0,5472 0,5800 0,6078 0,5472 0,5882 0,5490
18159 0,5385 0,6531 0,5882 0,5769 0,6038 0,6531 0,6327 0,6458 0,5962 0,5769 0,6122 0,6400 0,5769 0,5882 0,5800
1S160 0,5294 0,6458 0,5800 0,5686 0,5962 0,6458 0,6250 0,6383 0,5882 0,5686 0,6042 0,6327 0,6000 0,5800 0,6042
1s161 0,5577 0,6400 0,6078 0,5962 0,6226 0,6735 0,6531 0,6327 0,6154 0,5962 0,6000 0,6275 0,5962 0,6078 0,6000
18163 0,5686 0,6531 0,6200 0,6078 0,6346 0,6875 0,6667 0,6458 0,6600 0,6078 0,6122 0,6400 0,6078 0,6200 0,6122
1S164 0,5686 0,6531 0,6200 0,6078 0,6346 0,6875 0,6667 0,6458 0,6275 0,6078 0,6122 0,6400 0,6078 0,6200 0,6122
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Continuacion de la tabla...

1S165
1S168
15284
15285
15286
15287
15292
15293
2P123
2P124
2P125
2P126
2P127
2P128
2P129
2P130
2P131
2P132
2P133
2P134
2P135
2P136
2P137
2P138
2P139
2P140
2P141

1BVvO1
0,5577
0,5882
0,5926
0,6154
0,6154
0,6154
0,6200
0,6327
0,1944
0,2174
0,2206
0,1972
0,2029
0,2535
0,2794
0,2647
0,2609
0,2537
0,2353
0,2000
0,1781
0,2000
0,2192
0,2222
0,2308
0,2273
0,2344

1BVvV03
0,6400
0,6735
0,6415
0,6667
0,6667
0,6667
0,6735
0,6875
0,2609
0,2879
0,2923
0,2647
0,2537
0,2857
0,3134
0,2985
0,3134
0,3077
0,2879
0,2687
0,2429
0,2687
0,2857
0,2899
0,3065
0,3016
0,2903

1BV04
0,6078
0,6400
0,6415
0,6667
0,6667
0,6667
0,6735
0,6875
0,2609
0,2879
0,2923
0,2647
0,2537
0,2857
0,3134
0,2985
0,3333
0,3281
0,3077
0,2687
0,2429
0,2687
0,2857
0,2899
0,3065
0,3016
0,2903

1BVO05
0,5962
0,6275
0,6296
0,6538
0,6538
0,6538
0,6600
0,6735
0,2571
0,2836
0,2879
0,2609
0,2500
0,3000
0,3284
0,3134
0,3284
0,3231
0,3030
0,2647
0,2394
0,2647
0,2817
0,2857
0,3016
0,2969
0,3065

1BV06
0,6226
0,6538
0,6545
0,6481
0,6481
0,6792
0,6863
0,7000
0,2466
0,2714
0,2754
0,2500
0,2394
0,2703
0,3143
0,2817
0,3333
0,3088
0,2714
0,2714
0,2466
0,2535
0,2877
0,2740
0,2687
0,2836
0,2537

1BVvO7
0,6735
0,7083
0,6415
0,6667
0,6667
0,6667
0,6735
0,6875
0,2429
0,2687
0,2727
0,2464
0,2353
0,2676
0,2941
0,2794
0,2941
0,2879
0,2687
0,2500
0,2254
0,2500
0,2676
0,2714
0,2857
0,2813
0,2698

1BVv08
0,6531
0,6875
0,6226
0,6471
0,6471
0,6471
0,6531
0,6667
0,2286
0,2537
0,2769
0,2500
0,2206
0,2535
0,2794
0,2647
0,2794
0,2727
0,2537
0,2353
0,2113
0,2353
0,2535
0,2571
0,2698
0,2656
0,2742

1BV09
0,6327
0,6667
0,6667
0,6939
0,6939
0,6939
0,7021
0,7174
0,2500
0,2769
0,2813
0,2537
0,2424
0,2754
0,3030
0,2879
0,3030
0,2969
0,2769
0,2576
0,2319
0,2576
0,2754
0,2794
0,2951
0,2903
0,2787
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1CAl11
0,6154
0,6471
0,5614
0,5536
0,5818
0,5536
0,5273
0,5370
0,2192
0,2429
0,2286
0,2222
0,2113
0,2432
0,2500
0,2535
0,2500
0,2429
0,2429
0,2083
0,2027
0,2254
0,2267
0,2133
0,2206
0,2174
0,2424

1CA12
0,5962
0,6275
0,5714
0,5636
0,5926
0,5636
0,5370
0,5472
0,1892
0,2113
0,2143
0,1918
0,1972
0,2133
0,2535
0,2222
0,2361
0,2286
0,2286
0,2113
0,1892
0,2113
0,2133
0,2000
0,2059
0,2029
0,2090

1CA13
0,6000
0,6327
0,5455
0,5660
0,5660
0,5660
0,5385
0,5490
0,1972
0,2206
0,2059
0,2000
0,2059
0,2222
0,2464
0,2319
0,2286
0,2206
0,2388
0,2029
0,1972
0,2206
0,2055
0,1918
0,1970
0,1940
0,2188

1CA14
0,6275
0,6600
0,6296
0,6538
0,6538
0,6538
0,5962
0,6078
0,2394
0,2647
0,2500
0,2429
0,2319
0,2639
0,2899
0,2941
0,2899
0,2647
0,2647
0,2286
0,2222
0,2647
0,2639
0,2329
0,2424
0,2388
0,2462

1GE17
0,5962
0,5962
0,5714
0,5926
0,5636
0,5636
0,5370
0,5472
0,2055
0,2286
0,1972
0,2083
0,2143
0,2466
0,2535
0,2394
0,2192
0,2113
0,2464
0,2113
0,2222
0,2286
0,2297
0,2162
0,2059
0,2029
0,2273

1GE19
0,6078
0,6400
0,5536
0,5741
0,5741
0,5741
0,5472
0,5577
0,2083
0,2319
0,2000
0,2113
0,2174
0,2329
0,2394
0,2429
0,2222
0,2143
0,2500
0,2143
0,2083
0,2319
0,2162
0,2027
0,2090
0,2059
0,2121

1GE20
0,6000
0,6327
0,5455
0,5660
0,5660
0,5660
0,5385
0,5490
0,1806
0,2029
0,1884
0,1831
0,1884
0,2222
0,2286
0,2143
0,2113
0,2206
0,2206
0,1857
0,1806
0,2029
0,1892
0,1757
0,1791
0,1765
0,2000



Continuacion de la tabla...

2P143
2P144
2P145
2P146
2P148
2P149
2P150
2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P271
2P272
2P273
2P274
2P276
2P278
2P280
2P281
2P283

1BVvO1
0,2286
0,2273
0,2462
0,2222
0,2769
0,2727
0,2656
0,2727
0,2537
0,2754
0,2537
0,2353
0,2143
0,2113
0,2174
0,2286
0,2319
0,2206
0,2388
0,2206
0,2353
0,2394

1BVvV03
0,2794
0,2813
0,3226
0,3000
0,3548
0,3281
0,3226
0,3492
0,3281
0,3485
0,3281
0,3077
0,2836
0,2794
0,2687
0,2794
0,2836
0,2727
0,2923
0,2537
0,2500
0,2535

1BV04
0,2794
0,2813
0,3016
0,2787
0,3333
0,3077
0,3226
0,3281
0,3281
0,3284
0,3281
0,2879
0,2647
0,2609
0,2500
0,2609
0,2647
0,2537
0,2727
0,2537
0,2500
0,2535

1BVO05
0,2941
0,2969
0,2969
0,2742
0,3281
0,3231
0,3175
0,3231
0,3231
0,3235
0,3231
0,2836
0,2609
0,2571
0,2464
0,2571
0,2609
0,2500
0,2687
0,2500
0,2647
0,2676

1BV06
0,2466
0,2464
0,2836
0,2615
0,3134
0,2714
0,2836
0,2899
0,2899
0,3099
0,3088
0,2714
0,2676
0,2639
0,2535
0,2466
0,2500
0,2394
0,2571
0,2222
0,2192
0,2400

1BV07
0,2609
0,2615
0,3016
0,2787
0,3333
0,3077
0,3016
0,3281
0,3077
0,3284
0,3077
0,2879
0,2647
0,2609
0,2500
0,2609
0,2647
0,2537
0,2727
0,2353
0,2319
0,2361

1BVv08
0,2464
0,2462
0,2857
0,2833
0,3175
0,2923
0,2857
0,3125
0,2923
0,3134
0,2923
0,2727
0,2500
0,2464
0,2353
0,2464
0,2500
0,2388
0,2576
0,2206
0,2174
0,2222

1BV09
0,2687
0,2698
0,3115
0,2881
0,3443
0,2969
0,3115
0,3175
0,3175
0,3182
0,3175
0,2769
0,2727
0,2687
0,2576
0,2687
0,2727
0,2615
0,2813
0,2424
0,2388
0,2429

105

1CAl11
0,2027
0,2353
0,2727
0,2500
0,2836
0,2609
0,2537
0,2794
0,2609
0,2817
0,2609
0,2985
0,2754
0,2714
0,2429
0,2361
0,2394
0,2464
0,2464
0,2113
0,2254
0,2297

1CA12
0,1892
0,2029
0,2388
0,2154
0,2500
0,2464
0,2388
0,2464
0,2286
0,2500
0,2286
0,2647
0,2429
0,2394
0,2113
0,2222
0,2254
0,2143
0,2319
0,2143
0,2113
0,2000

1CA13
0,1806
0,2121
0,2500
0,2258
0,2615
0,2576
0,2500
0,2576
0,2388
0,2609
0,2388
0,2769
0,2353
0,2319
0,2206
0,1972
0,2000
0,2059
0,2059
0,1884
0,2029
0,1918

1CAl14
0,2222
0,2388
0,2769
0,2540
0,3077
0,2836
0,2969
0,3030
0,2836
0,3043
0,2836
0,2647
0,2794
0,2754
0,2647
0,2571
0,2429
0,2500
0,2500
0,2143
0,2286
0,2329

1GE17
0,2055
0,2206
0,2388
0,2154
0,2687
0,2647
0,2388
0,2286
0,2464
0,2676
0,2464
0,2647
0,2429
0,2394
0,2286
0,2055
0,2083
0,2143
0,2143
0,1972
0,2286
0,2162

1GE19
0,1918
0,2059
0,2424
0,2188
0,2537
0,2319
0,2424
0,2319
0,2319
0,2361
0,2319
0,2500
0,2286
0,2254
0,2143
0,1918
0,1944
0,2000
0,2000
0,2000
0,2143
0,2027

1GE20
0,1644
0,1940
0,2308
0,2063
0,2424
0,2388
0,2308
0,2206
0,2206
0,2254
0,2206
0,2388
0,2174
0,2143
0,2029
0,1806
0,1831
0,1884
0,1884
0,1714
0,1857
0,1757



1GE22
1S156
18157
1S158
1S159
1S160
1S161
1S163
1S164
1S165
1S168
15284
15285
15286
15287
15288
15289
15292
15293
2P123
2P124
2P125
2P126
2P127
2P128
2P129
2P130
2P131
2P132

1GE22
1,0000
0,5769
0,5600
0,5918
0,5600
0,5510
0,5490
0,5600
0,5600
0,5490
0,5800
0,5000
0,5185
0,5185
0,5185
0,5000
0,4815
0,4906
0,5000
0,1831
0,2059
0,1739
0,2029
0,1912
0,2083
0,1972
0,2174
0,1806
0,1884

15156

1,0000
0,9130
0,9130
0,9130
0,7917
0,8163
0,7959
0,8333
0,8163
0,8542
0,5410
0,5593
0,5593
0,5593
0,5424
0,5254
0,5345
0,5439
0,2703
0,2958
0,2466
0,2740
0,2639
0,2597
0,2667
0,2877
0,2500
0,2432

18157

1,0000
0,9535
0,9091
0,7826
0,7708
0,7500
0,7872
0,7708
0,8085
0,5254
0,5439
0,5439
0,5439
0,5263
0,5088
0,5179
0,5273
0,2500
0,2571
0,2429
0,2535
0,2429
0,2400
0,2466
0,2676
0,2297
0,2222

15158

1,0000
0,9535
0,8222
0,8085
0,7872
0,8261
0,8085
0,8478
0,5517
0,5714
0,5714
0,5714
0,5536
0,5357
0,5455
0,5556
0,2329
0,2571
0,2254
0,2535
0,2429
0,2400
0,2466
0,2676
0,2297
0,2222

15159

1,0000
0,8636
0,8478
0,8261
0,8667
0,8478
0,8889
0,5789
0,6000
0,6000
0,6000
0,5818
0,5636
0,5741
0,5849
0,2329
0,2571
0,2254
0,2361
0,2429
0,2400
0,2639
0,2676
0,2466
0,2394

15160

1,0000
0,9302
0,9070
0,9524
0,9302
0,8864
0,5714
0,5926
0,5926
0,5926
0,5741
0,5556
0,5660
0,5769
0,2055
0,2286
0,1806
0,2083
0,2143
0,2297
0,2192
0,2055
0,2027
0,2113

1S161

1,0000
0,9318
0,9767
0,9545
0,9111
0,5965
0,6182
0,6182
0,6182
0,6000
0,5818
0,5926
0,6038
0,2133
0,2361
0,1892
0,2162
0,2222
0,2208
0,2267
0,2133
0,2105
0,2027

15163

1,0000
0,9535
0,9318
0,8889
0,5789
0,6000
0,6000
0,6000
0,5818
0,5636
0,5741
0,5849
0,2162
0,2394
0,1918
0,2192
0,2083
0,2237
0,2133
0,2162
0,2133
0,2055

106

1S164

1,0000
0,9767
0,9318
0,5789
0,6000
0,6000
0,6000
0,5818
0,5636
0,5741
0,5849
0,2162
0,2394
0,1918
0,2192
0,2254
0,2237
0,2297
0,2162
0,2133
0,2055

15165

1,0000
0,9545
0,5965
0,6182
0,6182
0,6182
0,6000
0,5818
0,5926
0,6038
0,2297
0,2535
0,2055
0,2329
0,2394
0,2368
0,2432
0,2297
0,2267
0,2192

15168

1,0000
0,6250
0,6481
0,6481
0,6481
0,6296
0,6111
0,6226
0,6346
0,2133
0,2361
0,2222
0,2162
0,2222
0,2368
0,2603
0,2466
0,2432
0,2361

15284

1,0000
0,9583
0,9583
0,9583
0,9375
0,9167
0,8958
0,8750
0,2468
0,2703
0,2740
0,2500
0,2568
0,2857
0,3288
0,3151
0,3472
0,3056

18285 1S286 1S287

1,0000
0,9574
0,9574
0,9362
0,9149
0,8936
0,8723
0,2533
0,2778
0,2817
0,2568
0,2639
0,2933
0,3380
0,3239
0,3380
0,3143

1,0000
0,9574
0,9362
0,9149
0,8936
0,8723
0,2533
0,2778
0,2817
0,2568
0,2639
0,2933
0,3380
0,3239
0,3380
0,3143

1,0000
0,9783
0,9565
0,9348
0,9130
0,2533
0,2778
0,2817
0,2568
0,2639
0,2933
0,3380
0,3239
0,3571
0,3143



Continuacion de la tabla...

1GE22 18156 1S157 1S158 1S159 1S160 1S161 1S163 1S164 1S165 1S168 1S284 1S285 1S286 1S287
2P133 10,2059 0,2778 0,2571 0,2571 10,2571 10,2286 0,2361 0,2222 0,2394 0,2535 0,2535 0,2877 0,2958 0,2958 0,2958
2P134 10,1884 0,2778 0,2571 0,2394 10,2394 0,2113 0,2192 0,2055 0,2222 0,2361 0,2192 0,2533 0,2603 0,2603 0,2603
2P135 0,1831 0,2703 0,2500 0,2329 0,2329 0,2055 0,2297 0,2000 0,2162 0,2297 0,2133 0,2632 0,2703 0,2533 0,2533
2P136 0,2059 0,2958 0,2754 0,2571 0,2571 0,1944 0,2027 0,1892 0,2055 0,2192 0,2361 0,2877 0,2958 0,2778 0,2778
2P137 10,1918 0,2763 0,2568 0,2400 0,2400 0,2133 0,2368 0,2237 0,2237 0,2368 0,2208 0,3200 0,3288 0,3108 0,3108
2P138 0,1781 0,2632 0,2432 0,2267 0,2267 0,2162 0,2237 0,2267 0,2267 0,2400 0,2237 0,2895 0,2973 0,2800 0,2800
2P139 10,1818 0,2754 0,2537 0,2353 10,2353 10,2239 0,2319 0,2353 0,2353 0,2500 0,2319 0,2676 0,2754 0,2754 0,2754
2P140 0,2791 0,2714 0,2500 0,2319 0,2319 0,2206 0,2286 0,2319 0,2319 0,2464 0,2286 0,2817 0,2899 0,2899 0,2899
2P141 10,2031 0,2609 0,2388 0,2388 0,2388 0,1912 10,2000 0,2206 0,2029 0,2174 0,2353 0,2714 0,2794 0,2794 0,2794
2P143 0,1667 0,2533 0,2329 0,2162 0,2162 0,2055 0,2297 0,2162 0,2162 0,2297 0,2133 0,2800 0,2877 0,2877 0,2877
2P144 0,1791 0,2535 0,2319 0,2143 0,2319 0,1857 10,1944 0,2143 0,1972 0,2113 0,2286 0,2639 0,2714 0,2714 0,2714
2P145 0,2154 0,2899 0,2500 0,2500 0,2687 0,2206 0,2286 0,2500 0,2319 0,2464 0,2647 0,3000 0,3088 0,3088 0,3088
2P146 0,2097 0,2687 0,2656 0,2462 0,2462 0,1970 0,2059 0,2273 0,2090 0,2239 0,2424 10,2794 0,2879 0,2879 0,2879
2P148 0,2090 0,3000 0,2794 0,2609 0,2794 0,2687 0,2754 0,2794 0,2794 0,2941 0,2941 0,3286 0,3382 0,3382 0,3382
2P149 0,2059 0,2958 0,2754 0,2571 0,2754 10,2836 0,2714 0,2571 0,2754 0,2899 0,2899 0,2877 0,2958 0,2958 0,2958
2P150 0,2154 0,2899 0,2500 0,2500 0,2687 0,2206 0,2286 0,2319 0,2319 0,2464 0,2647 0,3188 0,3284 0,3284 0,3284
2P151 0,2059 0,3143 0,2941 0,2754 0,2941 0,2464 0,2714 0,2571 0,2571 0,2714 0,2899 0,3239 10,3333 0,3333 0,3333
2P152 10,1884 0,2778 0,2571 0,2394 0,2571 0,2464 0,2535 0,2571 0,2571 0,2714 0,2714 0,3056 0,3143 0,3143 0,3143
2P153 0,1944 0,2973 0,2778 0,2603 0,2778 0,2676 0,2740 0,2778 0,2778 0,2917 0,2917 0,3425 0,3333 0,3151 0,3333
2P154 10,1884 0,2778 0,2571 0,2394 0,2571 0,2464 0,2535 0,2571 0,2571 0,2714 0,2714 0,3239 0,3143 0,3143 0,3333
2P155 0,2059 0,2603 0,2394 0,2222 0,2394 0,2464 0,2535 0,2754 0,2571 0,2714 0,2535 0,2877 0,2778 0,2778 0,2958
2P269 0,1857 0,2917 0,2714 0,2535 0,2714 0,2794 0,2857 10,2899 0,2899 0,3043 0,2857 0,3380 0,3286 0,3478 0,3286
2P271 10,1831 0,2877 0,2676 0,2500 0,2676 0,2754 0,2817 0,2857 0,2857 0,3000 0,2817 0,3333 0,3239 0,3429 0,3239
2P272 0,714 0,2778 0,2571 0,2394 0,2571 0,2647 0,2714 0,2754 10,2754 10,2899 0,2714 0,3056 0,3143 0,3143 0,3143
2P273 0,1507 0,2533 0,2329 0,2162 0,2329 0,2394 0,2466 0,2500 0,2500 0,2639 0,2466 0,3333 0,3239 0,3429 0,3239
2P274 0,1528 0,2568 0,2361 0,2192 0,2361 0,2429 0,2500 0,2535 0,2535 0,2676 0,2500 0,3194 0,3099 0,3286 0,3099
2P276 0,1571 0,2639 0,2429 0,2254 0,2429 0,2500 0,2571 0,2609 0,2609 0,2754 0,2571 0,3099 0,3000 0,3188 0,3000
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Continuacion de la tabla...

1GE22 18156 1S157 1S158 1S159 1S160 1S161 1S163 1S164 1S165 1S168 1S284 1S285 1S286 1S287
2P278 0,1571 0,2466 0,2254 0,2254 10,2429 0,2500 0,2571 0,2609 0,2609 0,2754 0,2571 0,3286 0,3188 0,3382 0,3188
2P280 0,1739 0,2639 0,2429 0,2429 10,2429 0,2319 0,2394 0,2254 0,2429 0,2571 0,2394 0,3099 0,3000 0,3188 0,3000
2P281 0,1714 0,2603 0,2394 0,2394 0,2394 0,2464 0,2535 0,2394 0,2571 0,2714 0,2535 0,3056 0,2958 0,3143 0,2958
2P283 10,1622 0,2468 0,2267 0,2267 0,2267 0,2329 0,2568 0,2432 0,2432 0,2568 0,2400 0,3425 0,3151 0,3333 0,3333

1S288 1S289 1S292 18293 2P123 2P124 2P125 2P126 2P127 2P128 2P129 2P130 2P131 2P132 2P133
15288 1,0000
1S289 0,9778 1,0000
18292 0,9556 0,9773 1,0000
1S293 0,9333 0,9545 0,9767 1,0000
2P123 10,2568 0,2603 0,2639 0,2500 1,0000
2P124 0,2817 0,2857 0,2899 0,2754 0,8800 1,0000
2P125 0,2857 10,2899 0,2941 0,2794 10,7885 10,7843 1,0000
2P126 0,2603 0,2639 0,2676 0,2535 0,8627 0,9375 0,8039 1,0000
2P127 0,2676 0,2714 0,2754 0,2609 10,8235 0,8571 10,6981 0,8400 1,0000
2P128 0,2973 0,3014 0,3056 0,2917 0,8000 0,7963 0,7455 0,7818 0,8462 1,0000
2P129 0,3429 0,3478 0,3333 0,3188 0,7018 0,7273 0,7736 0,6842 0,7736 0,8182 1,0000
2P130 0,3286 0,3333 0,3188 0,3043 0,7778 10,8077 0,7547 0,7593 10,8235 0,8679 0,9020 1,0000
2P131 0,3623 0,3676 0,3529 0,3382 0,7321 0,7593 0,8077 0,7143 0,7407 0,7857 0,9216 0,8654 1,0000
2P132 10,3188 0,3235 0,3284 0,3134 0,7407 0,7692 0,8200 0,7222 0,7500 0,8302 0,9000 0,8431 0,9388 1,0000
2P133 0,3000 0,3043 0,3088 0,2941 0,8077 0,8400 0,7843 0,788 0,8571 0,8654 0,8627 0,8800 0,8627 0,8776 1,0000
2P134 0,2639 0,2676 0,2714 0,2571 10,8431 0,8776 0,7843 10,8235 0,8200 0,7636 0,8269 0,8077 0,8269 0,8400 0,8776
2P135 0,2568 0,2603 0,2639 0,2500 0,8462 0,8431 0,7222 10,8269 0,8235 0,7679 0,7636 0,7778 0,7636 0,7736 0,8431
2P136 0,2817 0,2857 0,2714 0,2571 10,8077 0,8400 0,7843 10,7885 0,7843 0,7636 0,8269 0,8800 0,8269 0,8039 0,8776
2P137 0,3151 0,3194 0,3056 0,2917 0,8000 0,8302 0,7455 0,7818 0,7455 0,7288 0,7857 0,8000 0,8182 0,7963 0,7963
2P138 10,2838 0,2877 0,2917 0,2778 0,7818 0,7455 0,6964 0,7636 0,6964 0,7119 0,6780 0,6897 0,7069 0,7143 0,7143
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Continuacion de la tabla...

2P139
2P140
2P141
2P143
2P144
2P145
2P146
2P148
2P149
2P150
2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P271
2P272
2P273
2P274
2P276
2P278
2P280
2P281
2P283

15288
0,2794
0,2941
0,2836
0,2917
0,2754
0,3134
0,2923
0,3235
0,2817
0,3134
0,3188
0,3000
0,3194
0,3188
0,2817
0,3333
0,3286
0,3188
0,3286
0,3143
0,3043
0,3235
0,3043
0,3000
0,3380

15289
0,2836
0,2985
0,2879
0,2958
0,2794
0,3182
0,2969
0,3284
0,2857
0,3182
0,3235
0,3043
0,3239
0,3235
0,2857
0,3188
0,3143
0,3043
0,3143
0,3000
0,2899
0,3088
0,2899
0,2857
0,3239

15292
0,2879
0,3030
0,2923
0,3000
0,2836
0,3231
0,3016
0,3333
0,2899
0,3231
0,3284
0,3088
0,3286
0,3284
0,2899
0,3235
0,3188
0,3088
0,3000
0,3043
0,2941
0,3134
0,2941
0,2899
0,3286

15293
0,2923
0,2879
0,2769
0,2857
0,2687
0,3077
0,2857
0,3182
0,2754
0,3077
0,3134
0,2941
0,3143
0,3134
0,2754
0,3088
0,3043
0,2941
0,2857
0,2899
0,2794
0,2985
0,2794
0,2754
0,3143

2P123
0,7647
0,7843
0,6481
0,7455
0,7500
0,6852
0,7059
0,7547
0,6786
0,7170
0,7091
0,7407
0,7193
0,7407
0,6786
0,5833
0,5738
0,5932
0,5738
0,5833
0,5763
0,5500
0,5500
0,5410
0,5556

2P124
0,7600
0,7800
0,7059
0,7407
0,7451
0,7800
0,7347
0,7500
0,7037
0,7451
0,7037
0,7358
0,6842
0,7358
0,6727
0,5500
0,5667
0,5862
0,5667
0,5763
0,5690
0,5424
0,5424
0,5333
0,5484

2P125
0,6731
0,6923
0,7200
0,6607
0,6923
0,6923
0,7500
0,7308
0,6545
0,6923
0,6852
0,7170
0,6667
0,7170
0,6250
0,5593
0,5500
0,5690
0,5763
0,5862
0,5517
0,5517
0,5000
0,4918
0,5079

2P126
0,7451
0,7308
0,7255
0,7593
0,7308
0,7308
0,7200
0,7037
0,6607
0,6981
0,6607
0,6909
0,6441
0,6909
0,6316
0,5410
0,5574
0,5763
0,5574
0,5667
0,5593
0,5333
0,5333
0,5246
0,5397
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2P127
0,7059
0,6923
0,5926
0,6909
0,6923
0,6923
0,6800
0,6981
0,6545
0,6296
0,6250
0,6545
0,6102
0,6545
0,5965
0,5082
0,5246
0,5424
0,5246
0,5333
0,5254
0,5254
0,5789
0,5690
0,5574

2P128
0,6607
0,6491
0,6140
0,6780
0,7091
0,6786
0,6667
0,7143
0,7018
0,6491
0,6441
0,7018
0,6557
0,7018
0,6167
0,5556
0,5714
0,5645
0,5469
0,5556
0,5484
0,5484
0,5484
0,5902
0,6032

2P129
0,6250
0,6727
0,6364
0,6441
0,6727
0,6727
0,6604
0,6786
0,6667
0,6429
0,6379
0,6667
0,6230
0,6667
0,5833
0,5000
0,5156
0,5323
0,5645
0,5484
0,5161
0,5410
0,5410
0,5574
0,5469

2P130
0,6667
0,6852
0,6792
0,6842
0,7170
0,7170
0,7059
0,6909
0,6491
0,6852
0,6786
0,6786
0,6333
0,6786
0,5932
0,5079
0,5238
0,5410
0,5484
0,5323
0,5246
0,5246
0,5500
0,5667
0,5806

2P131
0,6545
0,7037
0,6364
0,6441
0,6727
0,6727
0,6604
0,6786
0,6379
0,6727
0,6667
0,6964
0,6780
0,7273
0,6379
0,5000
0,5156
0,5323
0,5645
0,5484
0,5161
0,5410
0,5161
0,5079
0,5469

2P132
0,6604
0,7115
0,6415
0,6491
0,6792
0,6792
0,6667
0,6852
0,6727
0,6792
0,6727
0,7037
0,6552
0,7037
0,6140
0,5000
0,5161
0,5333
0,5410
0,5500
0,5167
0,5424
0,5167
0,5082
0,5238

2P133
0,6923
0,7115
0,6415
0,6786
0,6792
0,6792
0,6667
0,7170
0,7037
0,6792
0,6727
0,7358
0,6842
0,7358
0,6429
0,5246
0,5410
0,5593
0,5410
0,5500
0,5424
0,5424
0,5690
0,5862
0,5738



2P134
2P135
2P136
2P137
2P138
2P139
2P140
2P141
2P143
2P144
2P145
2P146
2P148
2P149
2P150
2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P271
2P272
2P273
2P274
2P276

2P134
1,0000
0,9184
0,8776
0,9020
0,8113
0,7600
0,8163
0,6415
0,7407
0,6792
0,6792
0,6667
0,6852
0,6727
0,6792
0,6727
0,7037
0,6552
0,7037
0,6429
0,5246
0,5410
0,5593
0,5667
0,5763
0,5424

2P135

1,0000
0,8800
0,9038
0,8148
0,7308
0,7500
0,6182
0,7455
0,6852
0,6545
0,6415
0,6607
0,6491
0,6545
0,6786
0,6786
0,6610
0,6786
0,6207
0,5079
0,5238
0,5410
0,5238
0,5323
0,5246

2P136

1,0000
0,8654
0,7455
0,6923
0,7115
0,6731
0,6786
0,7115
0,7115
0,7000
0,6852
0,6727
0,7115
0,7037
0,7037
0,6842
0,7037
0,6140
0,5000
0,5161
0,5333
0,5410
0,5246
0,5167

2P137

1,0000
0,8364
0,7547
0,8077
0,6429
0,7679
0,6786
0,6786
0,6667
0,6842
0,6441
0,6786
0,7018
0,7018
0,6833
0,7018
0,6441
0,5313
0,5469
0,5645
0,5968
0,5806
0,5484

2P138

1,0000
0,8039
0,8235
0,6852
0,8148
0,7222
0,6909
0,6792
0,6964
0,6552
0,6909
0,6842
0,7143
0,7241
0,7143
0,6552
0,5902
0,6066
0,6000
0,6066
0,6167
0,5833

2P139

1,0000
0,8889
0,7660
0,8750
0,7708
0,7708
0,7609
0,7755
0,6923
0,7000
0,6923
0,7255
0,6727
0,7255
0,6604
0,5614
0,5517
0,5714
0,5789
0,5893
0,5536

2P140

1,0000
0,7500
0,8571
0,7917
0,7551
0,7826
0,8333
0,7451
0,7551
0,7451
0,7800
0,7222
0,7800
0,7115
0,6071
0,5965
0,6182
0,6250
0,6364
0,6000

2P141

1,0000
0,7800
0,8261
0,8667
0,8605
0,7551
0,7059
0,7500
0,7059
0,7059
0,6545
0,7059
0,6415
0,5439
0,5345
0,5536
0,5345
0,5439
0,5357
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2P143 2P144 2P145 2P146 2P148 2P149 2P150

1,0000
0,8200
0,7500
0,7059
0,7547
0,7407
0,7170
0,7407
0,7407
0,6897
0,7407
0,6786
0,5833
0,6000
0,6207
0,6271
0,6379
0,6034

1,0000
0,8696
0,8636
0,8333
0,8163
0,8298
0,8163
0,8163
0,7547
0,8163
0,7451
0,5789
0,5965
0,6182
0,5965
0,6071
0,6000

1,0000
0,9070
0,8333
0,7451
0,8298
0,7800
0,7800
0,7222
0,7800
0,7115
0,5789
0,5965
0,6182
0,5965
0,6071
0,6000

1,0000
0,8667
0,7347
0,7826
0,7708
0,7708
0,7115
0,7708
0,7000
0,5926
0,5818
0,6038
0,5818
0,5926
0,5849

1,0000
0,8571
0,8333
0,8200
0,8958
0,8269
0,8958
0,7843
0,6727
0,6607
0,6852
0,6607
0,6727
0,6667

1,0000
0,7800
0,8400
0,8400
0,8462
0,8400
0,8039
0,5763
0,5932
0,6140
0,5932
0,6034
0,5965

1,0000
0,8936
0,8936
0,8235
0,8936
0,7800
0,6071
0,6250
0,6182
0,5965
0,6071
0,6296



Continuacion de la tabla...

2P278
2P280
2P281
2P283

2P151
2P152
2P153
2P154
2P155
2P269
2P271
2P272
2P273
2P274
2P276
2P278
2P280
2P281
2P283

2P134
0,5424
0,5690
0,5333
0,5238

2P151
1,0000
0,8776
0,8824
0,8776
0,8400
0,6034
0,6207
0,6140
0,5932
0,6034
0,6250
0,5965
0,5690
0,5593
0,5738

2P135
0,5000
0,5246
0,5161
0,5313

2P152

1,0000
0,8824
0,9574
0,8400
0,6607
0,6786
0,6727
0,6491
0,6607
0,6852
0,6545
0,5965
0,6140
0,6000

2P136
0,4918
0,5167
0,5082
0,5000

2P153

1,0000
0,9200
0,8824
0,6167
0,6333
0,6271
0,6066
0,6167
0,6379
0,6102
0,5574
0,5738
0,5873

2P137
0,5484
0,5484
0,5156
0,5538

2P154

1,0000
0,8776
0,6607
0,6786
0,6727
0,6491
0,6607
0,6852
0,6545
0,5965
0,6140
0,6271

2P138
0,5833
0,5833
0,5484
0,5625

2P155

1,0000
0,6034
0,6207
0,6140
0,5932
0,6034
0,6250
0,5965
0,5424
0,5593
0,5738

2P139
0,5536
0,5536
0,5172
0,5333

2P269

1,0000
0,9792
0,8980
0,8627
0,8800
0,9167
0,8776
0,8039
0,8235
0,7963

2P140
0,6000
0,6000
0,5614
0,5763

2P271

1,0000
0,9184
0,8824
0,9000
0,9375
0,8980
0,8235
0,8431
0,8148

2P141
0,5088
0,4828
0,5000
0,5167

2P272

1,0000
0,9184
0,9375
0,9362
0,8958
0,8200
0,8400
0,8462
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2P143
0,6034
0,6034
0,5932
0,6333

2P273

1,0000
0,9792
0,9375
0,9375
0,8600
0,8431
0,8491

2P144
0,5714
0,5439
0,5614
0,5763

2P274

1,0000
0,9574
0,9574
0,8776
0,8600
0,8654

2P145
0,5714
0,5439
0,5345
0,5500

2P276

1,0000
0,9565
0,8750
0,8958
0,8627

2P146
0,5556
0,5273
0,5179
0,5345

2P278

1,0000
0,9149
0,8958
0,8627

2P148 2P149
0,6364 0,5690
0,5789 0,5424
0,5965 0,5862
0,6102 0,5738

2P280 2P281

1,0000
0,9362 1,0000
0,8627 0,9200

2P150
0,6000
0,5714
0,5614
0,5500

2P283

1,0000



ANEXO 4

ARCHIVOS LOTE O “BATCH FILES” DEL PROGRAMA NTSYSPC V2,1P
USADOS PARA EL ANALISIS MULTIVARIADO DE LOS DATOS
MOLECULARES

Agrupamiento UPGMA con la opcion SAHN, Coeficiente de similitud Jaccard (J), Ademas
se realiza la comparacion de matrices de distancia y cofenéticas,

"calcular 1las distancias entre las OTUs como datos cualitativos
(binarios)

*simqual o=datos,nts c=j r=dist,nts d=row

"realizar el agrupamiento de datos con analisis UPGMA

*sahn o=dist,nts r=tree,nts cm=upgma

"mostrar fenograma

*tree o=tree,nts

"calcular la matriz cofenética y el coeficiente de correlacidn
*coph o=tree,nts r=coph,nts

"graficar la correlacidén de matrices

*mxcomp X=coph,nts y=dist,nts

Anélisis de Coordenadas Principales,

"calcular las distancias entre OTUs

*simqual o=datos,nts c=j r=dist,nts d=row

"realizar el Double-center de la matriz de distancia

*dcenter o=dist,nts r=dcent,nts

"calcular los eigenvectores que corresponden a las proyecciones de
OTUs (dos dimensiones)

*eigen o=dcent,nts n=2 r=proj,nts val=evalue,nts

*output o=proj,nts

" Mostrar grafico - la direccion de los datos es "col" (columnas)
*mxplot o=proj,nts d=col

Escalamiento Multidimensional no métrico,

"calcular las distancias entre 0OTUs

*simqual o=datos,nts r=dist,nts c=j d=row

"realizar el Double-center de la matriz de distancia

*dcenter o=dist,nts r=dcent,nts

"calcular los eigenvectores que corresponden a las proyecciones de
otus (dos dimensiones)

*eigen o=dcent,nts n=2 r=init,nts

"Escalamiento multidimensional no métrico usando la solucidn inicial
*mdscale o=dist,nts n=2 d=col i=init,nts r=final,nts

"graficar

*mxplot o=final,nts
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ANEXO 5

FENOGRAMA DE 96 FENOTIPOS GENERADO CON EL COEFICIENTE DE
ASOCIACION JACCARD, SE MUESTRAN 2 CLUSTERS DE ESPECIES, EL
COEFICIENTE DE CORRELACION COFENETICA (R) ES DE 0,98415

11BV01

'1BV02

1BV03
— e
1BV08

_!7

1BVO04
_ 1Bvio

—1BV05
1BVO06

15284
_E 15285
15286

15287

—15288
15289
15290
15291
15292
15294
15295
15293
15296

1CAl1l
1CA12

1CA13
4|1CA15

1CAl6

1e83
_’_'_ 1GE21
1GE22

1GE17
1GE18
1CAl4

18157
15158
15159
15160
15161
15162
—1S164
15165
15166
15167
15168

—
I_|—'—
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ANEXO 6

FENOGRAMA DE 96 FENOTIPOS GENERADO CON EL COEFICIENTE DE
ASOCIACION DICE, SE MUESTRAN 2 CLUSTERS DE ESPECIES, EL
COEFICIENTE DE CORRELACION COFENETICA (R) ES DE 0,97907

1BVO01
1Bv03
_|EIBV09

— 15286
—15287
—15288

15289

‘|-|18290

—1BV05

—1BV07
——18vos
_1BV04
___[71BVi0

1BVO06
— 15284
— 15285

15291
13507
1520
13595
15293
—13598

——1CAlL
——1CAlL2
1CA13
——]1ca15
1CAL6
1GE19
=
GE18
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ANEXO 7

FIGURA DE LA COMI?ARACION DE LAS DOS MATRICES: COFENETICA Y DE DISTANCIA JACCARD, SE PRESENTAN
PARA EL ANALISIS DE 75 FENOTIPOS, EL COEFICIENTE DE CORRELACION COFENETICA =0,98376
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ANEXO 8

FIGURA DE LA COMPARACION DE LAS DOS MATRICES: COFENETICA Y DE DISTANCIA DICE, SE PRESENTAN PARA
EL ANALISIS DE 75 FENOTIPOS, EL COEFICIENTE DE CORRELACION COFENETICA = 0,97950
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ANEXO 9

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA LA FIJACION, TINCION Y
REVELADO DE GELES CON NITRATO DE PLATA

Solucién de fijacion

Componentes Concentracion Para 1 litro Concentracion final
Etanol absoluto 100% 100 ml 10%
Acido acético glacial 17 M 8 ml 0,1 M
Agua miliQ Enrasar a 1 litro

Solucién de tincién

Componentes Concentracion Para 1 litro Concentracion final
Nitrato de plata 29 12mM
Solucion de fijacion 1000 ml

Para reutilizar la solucion agregar 0,3 g de nitrato de plata

Solucién de revelado

Componentes Concentracion Para 1 litro Concentracion final
NaOH 30g 1M
Agua miliQ 1000 ml

Agregar antes de usar 2,4 ml de formaldehido por cada 900 ml de solucidn, si se reutiliza la

solucién agregar 1,5 de formaldehido

FUENTE: Sota, 2012
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ANEXO 10

VOCABULARIO
Acidos nucleicos: Son grandes polimeros formados por la repeticion de monémeros
ADN polimerasas: son enzimas que intervienen en el proceso de replicacion del ADN,
Llevan a cabo la sintesis de la nueva cadena de ADN emparejando los

desoxirribonucleétidos  trifosfatos  (dNTP) con los  desoxirribonucledtidos
complementarios correspondientes del ADN molde,

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism

Agua Milli — Q: Agua ultra pura, con grado de laboratorio, ha sido filtrada y purificada

por 6smosis inversa, el nombre se debe al tratamiento comercial patentado,
Alelo: Es cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen
APS: Ammonium Persulphate Solution

Bases nitrogenadas: Derivan de los compuestos heterociclicos aromaticos purina y
pirimidina, Existe bases nitrogenadas purinicas que son la adenina (A) y la guanina (G),
Ambas forman parte del ADN y del ARN; y las bases nitrogenadas pirimidinicas: son la
timina (T), la citosina (C) y el uracilo (U), La timina y la citosina intervienen en la

formacion del ADN, En el ARN aparecen la citosina y el uracilo,

Clon: Es un ser genéticamente idéntico que desciende de un mismo individuo por

mecanismos de reproduccién asexual,

Clonal: Del clon o relacionado con él,

CTAB: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid en espafiol &cido etilen diamino tetra acético

Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW): Establece que la composicion genética de una
poblacion permanece en equilibrio mientras no actle la seleccion natural ni ningun otro
factor y no se produzca ninguna mutacion, Es decir, la herencia mendeliana, por si misma,
no engendra cambio evolutivo, Esta ley afirma que, bajo ciertas condiciones, tras una

generacion de apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual
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se fijaran en un valor de equilibrio particular, También especifica que esas frecuencias de
equilibrio se pueden representar como una funcidn sencilla de las frecuencias alélicas en
ese locus, En el caso mas sencillo, con un locus con dos alelos A 'y a, con frecuencias
alélicas de p y g respectivamente, el EHW predice que la frecuencia genotipica para el
homocigoto dominante AA es p2, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto

recesivo aa, es g2,

Heterosigosis: Es la condicion de heterocigoto,
Homocigosis: Es la condicién de homocigoto,
ISSR: Inter Simple Sequence Repeat

Loci: Plural de locus

Locus: En latin significa lugar; el plural es loci, El locus una posicién fija en un
cromosoma, que determina la posicidn de un gen o de un marcador genético, En biologia,
Yy, por extension, en computacion evolutiva, se le usa para identificar posiciones de interés
sobre determinadas secuencias, Una variante de la secuencia del ADN en un determinado

locus se llama alelo,

OTU: Unidad Taxonémica Operativa
OTU's: Unidades Taxonomicas Operativas
PCR: Polymerase Chain Reaction

Polimerizacion: Es un proceso quimico por el que los reactivos, monémeros (compuestos
de bajo peso molecular) se agrupan quimicamente entre si, dando lugar a una molécula de
gran peso, llamada polimero, o bien una cadena lineal o una macromolécula

tridimensional,

Polimorfismo genético: Hace referencia a la existencia en una poblacion de multiples
alelos de un gen, Es decir, un polimorfismo es una variacion en la secuencia de un lugar

determinado del ADN en los cromosomas (locus) entre los individuos de una poblacion,

Primer: También conocido como partidor, cebador o iniciador, Los primers estan

compuestos de una cadena de &cidos nucleicos o de una molécula relacionada que sirve
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como punto de partida para la replicacion del ADN, Se necesita un primer porque las ADN
polimerasas, no pueden empezar a sintetizar una nueva cadena de ADN de la nada, sino

que solo pueden afadir nucleotidos a una hebra preexistente,
RAMs: Randomly Amplified Microsatellites

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA

RAPD-RFLP: RAPD- Restriction Fragment Length Polymorphism
SST: Simple Requence Repeat conocida como microsatelites

TBE: Tampdn TBE: Tris, borato y EDTA

TEMED: Tetrametiletiléndiamina

UPGMA: Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages
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